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RESUMEN

La obesidad resulta de los efectos combinados de los genes, el ambiente y el estilo de vida. La leptina (LEP) y el receptor de leptina
(LEPR) son genes que han sido evaluados en la busqueda de variantes que podrian estar relacionadas con la obesidad y sus
complicaciones cardiometabolicas. Objetivo: Evaluar la posible asociacion entre los polimorfismos G2548A del gen LEP y GIn223Arg
del gen LEPR con el desarrollo de obesidad y resistencia a la insulina (RI) en nifios y adolescentes pre-puberes. Metodos: Se estudiaron
314 nifios de 2-11 afos, clasificados segun los parametros antropométricos y bioquimicos en: a) sobrepeso/obesos sin RI (n=133), b)
sobrepeso/obesos con RI (n=75) y c) controles sanos (n=70). La genotipificacion fue realizada por reaccion en cadena de la polimerasa-
polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (PCR-RFLP); se estudiaron las asociaciones entre genotipo y riesgo, y se
compararon los promedios de las medidas antropométricas y bioquimicas. Resultados: La frecuencia genotipica para el polimorfismo
G2548A del gen LEP fue 51% G/A, 33% G/G y 16% A/A; para el polimorfismo GIn223Arg del gen LEPR fue Gln/Arg 49%, Gln/Gln
31% y Arg/Arg 20%. Se encontr6 diferencia significativa en la distribucion de los diferentes genotipos del gen de LEPR en los nifios
con sobrepeso/obesidad y RI con respecto al grupo control (OR= 2,6; IC 95%=1,17-5,75; p < 0.05). Conclusion: Se observd una
asociacion entre la presencia del genotipo GIn/Gln del gen LEPR con la RI (factor de riesgo cardiometabdlico), presentando los nifios
con sobrepeso/obesidad y RI 2,6 veces mas riesgo a presentar RI.
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POLYMORPHISM G2548A IN LEPTIN AND GLN223ARG IN THE LEPTIN RECEPTOR GENE IN PREPUBERTAL
CHILDREN WITH CARDIOMETABOLIC RISK

SUMMARY

Obesity is a result of the combined effects of genes, environment and lifestyle. The Leptin (LEP) and leptin receptor (LEPR) are genes
that have been extensively evaluated in search for variants that may be associated with obesity and cardiometabolic complications.
Objective: To evaluate the possible association between polymorphisms G2548A of the LEP gene and GIn223Arg of the LEPR gene with
the development of obesity and insulin resistance (IR) in prepubertal children and adolescents. Methods: We studied 314 children 2-11
years, grouped by anthropometric and biochemical parameters: a) overweight /obese without IR (n = 133), b) overweight /obese with IR
(n = 75) and c) healthy controls (n = 70). Genotyping was performed by Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length
Polymorphisms (PCR-RFLP) method. Genotype-risk associations were studied. We then compared the average values for anthropometric
and biochemical parameters. Results: The genotypic frequency for polymorphism G2548A of LEP gene was 51% for the G/A genotype,
33% G/G and 16% A/A genotype; for polymorphism GIn223Arg of LEPR gene was of GIn/Arg 49%, Gln/Gln 31% and Arg/Arg 20%.
Significant difference was found in the distribution of different genotypes of the LEPR gene in children with overweight/obesity with IR
compared to the control group (OR = 2.6; 95% CI=1.17 to 5.75; p < 0.05). Conclusion: We observed an association between the presence
of GIn/GIn genotype of the LEPR gene with insulin resistance (cardiometabolic risk factor) children, rendering these children with

overweight/obese with IR 2,6 times more likely to be with insulin.
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INTRODUCCION

La obesidad es una enfermedad multifactorial causada
por la acumulacion de grasa excesiva que resulta de un ba-
lance positivo entre el consumo de energia total y el catabo-
lismo de las grasas (1). Durante las tltimas décadas se ha
convertido en una epidemia de alta incidencia en la pobla-
cion mundial, principalmente en las sociedades desarrolla-
das, en las que la abundancia de alimentos altamente ener-
géticos, aunada a una disminucién en la actividad fisica ori-
ginada por el gran desa-rrollo tecnologico, han sido deter-
minantes. La obesidad surge de una compleja interaccion
entre la variacion genética, el medio ambiente y los cam-
bios de estilo de vida (1).

Los nifios obesos y con sobrepeso tienden a seguir siendo
obesos en la edad adulta y tienen mas probabilidades de desa-




Polimorfismos G2548A del Gen de Leptina y GLN223ARG del Gen del receptor de Leptina en pre-puberes con riesgo cardiometabolico

rrollar a edades mas tempranas enfermedades no transmisi-
bles tales como: hipertension arterial, perfil lipidico anormal,
resistencia a la insulina, DT2, enfermedad cardiovascular ate-
roesclerotica (2-7). El sobrepeso, la obesidad y las enferme-
dades conexas son en gran medida prevenibles, es por ello
que hay que dar una gran prioridad a la prevencion de la obe-
sidad infantil.

La leptina (LEP) es una hormona secretada principalmen-
te por el tejido adiposo blanco, regula la ingesta de alimentos,
la temperatura corporal y la homeostasis de energia a través
de la interaccion con el receptor de leptina (LEPR) expresada
en el hipotalamo (8,9). La disminucion de la capacidad de la
leptina para regular el de apetito y la ganancia de peso corpo-
ral, se conoce como resistencia a la leptina, que puede condu-
cir a fenotipos relacionados con la obesidad (10). Los defec-
tos en el transporte de la leptina, a través de la barrera sangre-
cerebro, en la sefializacion de LEPR y en las vias neuronales
implicadas en la regulacion de la homeostasis de la energia
son algunos de los mecanismos implicados en la resistencia a
la leptina (10).

Polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP) en la leptina
(LEP) y el receptor de leptina (LEPR) han demostrado estar
relacionado con marcadores metabolicos relacionados con la
obesidad y el fenotipo (11,12). Los estudios han sugerido que
SNPs 1s7799039 LEP (-2548G> A) y rs1137101 LEPR
(GIn223Arg), estan asociados con adiposidad, aumento del
indice de masa corporal, ganancia de peso, hiperleptinemia o
predisposicion a la resistencia a la leptina en diferentes pobla-
ciones (13-17).

Teniendo en cuenta estos antecedentes se explor6 el papel
de los polimorfismos -2548G> del gen LEP y GIn223Arg del
LEPR en la susceptibilidad genética para el desarrollo de obe-
sidad y resistencia a la insulina, en un grupo de nifios pre-pa-
beres.

METODOS

El presente trabajo corresponde a un estudio descriptivo y
correlacional de un grupo de nifios pre-ptiberes con factores
de riesgo para enfermedad cardiometabdlica (obesidad, resis-
tencia a la insulina y/o dislipidemias) y nifios sanos.

Normas de bioética: El protocolo del estudio se realizd
bajo las normas de ética establecidas por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) para trabajos de investigacion en
humanos y la declaracion de Helsinki ratificada por la 29th
World Medical Assembly, Tokio 1995. Conté con la aproba-
cion del Comité de Bioética de la institucion y con el consen-
timiento informado de los padres o representantes de los
nifios del estudio.

Poblacion de estudio: Estuvo conformada por 314 nifios y
adolescentes pre-puberes agrupados en 118 nifias y 196 nifios,
con edades comprendidas entre 2-11 afios, con maduracion
sexual Tanner I determinado por las caracteristicas de glan-
dula mamaria, vello axilar y pubiano en las nifias, y genitales,

vello axilar y pubiano en los varones (18). Los nifios con so-
brepeso u obesidad acudieron al Servicio de Nutricion
Crecimiento y los nifios aparentemente sanos normopeso al
Triaje del Hospital “ Dr. JM de los Rios™, de Caracas.

Los nifios fueron clasificados seglin las variables antropo-
métricas y bioquimicas en 3 grupos: a) grupo de niflos con so-
brepeso/obesidad exdgena seglin el diagndstico nutricional
integral dado por signos clinicos y antropométricos de dimen-
sion y composicion corporal: Indice de Masa Corporal
(IMC), Peso/Talla, Area Grasa, sin resistencia a la insulina.
b) grupo de nifios con sobrepeso/obesidad y resistencia a la
insulina segun los resultados obtenidos de glicemia e insulina
en ayunas y aplicando el modelo de registro homeostatico
(HOMA IR = Insulina (mU/L) x Glicemia (mmol/L)/22.5, se
considerd RI si el HOMA > 3,0) (19); y ¢) grupo de nifios
control (normopeso, sin alteraciones bioquimicas, ni inmuno-
logicas).

A cada nifio del protocolo con sobrepeso/obesidad y nifio
sano, se le extrajo una muestra de 10 ml de sangre en ayunas
(de 8 — 10 horas aproximadamente) de la vena antecubital
para la determinacion inmediata de glicemia basal y una parte
de la muestra se centrifugd y se almacend a — 20°C hasta el
posterior procesamiento. A los nifios con sobrepeso/obesidad
se les suministr6 una carga de glucosa oral (Glycolab®) a
razén de 1,75 mg/kg de peso en 5 minutos, hasta una dosis
maxima de 75 g de glucosa. Los participantes se mantuvieron
en reposo; transcurridas dos horas se procedié nuevamente a
extraer 5 ml de sangre que correspondié a la muestra postcar-
ga para la determinacion inmediata de glicemia y posterior de
insulina.

Criterios de exclusion: Nifios desnutridos, con infecciones
agudas o cronicas, evidencia de inmunodeficiencia primaria o
secundaria y obesidad endogena.

Evaluacion y diagndstico nutricional antropométrico:
Todos los nifios fueron pesados y tallados siguiendo las técni-
cas antropométricas del Programa Internacional de Biologia
(20). Para la evaluacion antropométrica de la malnutricion
por exceso se consideraron los siguientes indicadores:
Peso/talla, IMC/edad, y Area Grasa/edad. La ubicacion de
estas variables se realizo en los graficos correspondientes a la
OMS vy al Estudio Transversal de Caracas (empleados en el
Servicio de Nutricion) (21) considerando como puntos limi-
tes: sobrepeso > p.90 -<p.97, obesidad > p.97 para ambas re-
ferencias. La intensidad de la Obesidad se determiné por el
porcentaje de exceso de peso ideal para la talla: Sobrepeso
>10% a 20%, Obesidad leve >20% a 30%, Obesidad
Moderada >30% a 40% y Obesidad Grave >40% (22,23)

Evaluacion socioeconémica: Se estim6 la condicion
socio-econdmica de las familias de procedencia de los nifios
empleando el método Graffar-Méndez Castellano (24).

Recoleccion y procesamiento de muestras sanguineas: A
cada nifo se le extrajo con jeringa estéril 8 mL de sangre total
que se colocd en un tubo con anticoagulante EDTA y un tubo
sin anticoagulante. Las muestras sin anticoagulante fue cen-
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trifugada en un lapso no mayor de 30 minutos a 3000 xg en
una centrifuga refrigerada a 4°C por 15 min y el suero conge-
lado a -20°C hasta su procesamiento. Las muestras con anti-
coagulante fueron conservadas en refrigerador a una tempe-
ratura no mayor de los 8°C hasta realizar la extraccion del
ADN.

Determinaciones de laboratorio: Se determind glucosa,
colesterol y triglicéridos empleando un equipo automatizado
marca DuPont Dimension XL (DuPont companies, New
Town, Escocia). Electroforesis de colesterol en equipo auto-
matizado de Helena Laboratories SAS-1 (Helena
Laboratories, Texas, USA). Empleando inmunoensayo enzi-
matico adsorbente (ELISA), se determind Insulina (DRG
International, Marburg, Alemania). Los criterios de clasifica-
cion para las variables bioquimicas estudiadas se muestran en
la Tabla 1.

Genotipificacion: Se realizé extraccion de ADN de las
muestras por el método de “Bunce” (28) modificado y alma-
cenadas a -20°C hasta la amplificacion del ADN, la cual fue
realizada por medio de la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), en un termociclador (Lab Cycler de Senso
Quest, Alemania). La amplificacion del gen LEP se realiz6
por la técnica descrita por Boumaizai et al (29) que emplea

Tabla 1. Criterios de Clasificacion de Parametros Bioquimicos

los siguientes primers: Forward 5’-TTT CTG TAATTT TCC
CGT GAG-3’y Reverse 5’-AAA GCAAAG ACA GGC ATA
AAA A-3’ que abarcan una region de 242 pares de bases y
para el gen LEPR la técnica descrita por Durte et al (30) que
emplea los siguientes primers: Forward 5’-ACC CTT TAA
GCT GGG TGT CCC AAA TAG-3’ y Reverse 5’-AGC TAG
CAA ATA TTT TTG TAA GCA ATT-3’ que abarcan una re-
gion de 416 pares de bases. Ambas PCR utilizan un volumen
final de 25 pL, que contiene 0.4 pg de ADN gendmico, 1,5
mmol/L de MgCl, 0,2 mmol/L de dNTPs, 0,4 umol de cada
primer, SpL. Buffer 5x Green (PROMEGA) y 1.25 U de Taq
Polimerasa (PROMEGA). Las condiciones de la PCR cons-
tan de los siguientes pasos: desnaturalizaciéon a 94°C por 10
minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion de 94 °C
por 45 segundos, alineamiento a 52°C por 45 segundos, ex-
tension a 72°C por 45 segundos y una extension final a 72°C
por 10 minutos.

La calidad del producto de amplificacion fue verificada
mediante una electroforesis en gel de agarosa al 2%, en la
cual se agregaran 8 pl del producto de PCR con 2 pL de buf-
fer de carga, en bufer TAE 1x y coloreado con SYBR®
SAFE, ademas de un ADN ladder de 25pb como marcador
molecular y un control negativo.

Los polimorfismos fueron detectados a través
de una RFLP (polimorfismos en la longitud de los

Parametro  Referencia Criterio Diagndstico

fragmentos de restriccion), utilizando para el gen

Normoglucemia: glucemia menor

a 100 mg/dL.

Alteracion de la glucemia en
ayunas (AGA): glucemia entre

Asociacion Americana

aGIUﬁc;ssa eN o Diabetes 100 mg/dL y 126 mg/dL.
yu (ADA)(25) Alteracion de la tolerancia a la
glucosa (ATG): glucemia 2 horas
después de sobrecarga oral de
glucosa entre 140 mg/dL y 199
mg/dL.
En rango normal: igual o mayor
al Percentil 10 y menor a p.75.
Fundacredesa, . o
Colesterol En zona de riesgo: igual o
S Proyecto Venezuela
Triglicéridos (26) mayor a p.7575 y menor a p.90.

En rango elevado: igual o

mayor a p.90

Panel de expertos del
Programa Nacional

LDL-c de ensefianzas sobre mg/dL
Colesterol para nifios
y adolescentes (27) Alto: Igual o mayor a 130 mg/dL
Panel de Expertos del
Programa Nacional de Adecuado: igual o mayor
HDL-c Ensefianzas sobre )

Colesterol para Nifios a 35 mg/dL

y Adolescentes (27).

Aceptable: menos de 110 mg/dL
Limite: Entre 110 mg/dLy 129

LEP la enzima de restriccion Hhal y para el gen
LEPR la enzima Mspl. Las muestras digeridas
fueron separadas por electroforesis en gel de po-
liacrilamida y visualizadas por tincion con nitrato
de plata y visualizadas en un sistema de fotodo-
cumentacién digital, equipo Uvitec (Gel
Documentation Uvitec Limited, USA).

Analisis Estadistico

Los resultados se expresaron como la media
(X) mas o menos una desviacion estandar
()? +1DS), se empled el programa Excel 2007
(Copyright Microsoft Office, Washington, USA)
para estadistica descriptiva. La frecuencia alélica
(FA) y frecuencia genotipica (FG) del gen en estu-
dio, fue obtenida por contaje directo a partir de los
fenotipos asignados a cada individuo. Las compa-
raciones entre variables se hicieron empleando la
prueba ANOVA, se considerd la diferencia como
estadisticamente significativa cuando p <0,05.
Para el analisis estadistico se usaron tablas de con-
tingencia simple, evaluando la asociacion entre las
variables del estudio y el polimorfismo Gly972Arg
por Chi2 y odds ratio (OR). Para determinar las re-
laciones entre alelos del gen estudiado y la enfer-
medad también se realizaron pruebas de ANOVA,
evaluando la asociacion entre las variables del es-
tudio y el alelo del gen mencionado. Se considerd
como significativo un p-valor <0,05.
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RESULTADOS

En la Tabla 2 se presentan las caracteristicas fenotipicas de
los nifios participantes en el estudio en cuanto a niveles de: gli-
cemia, colesterol total y fraccionado, triglicéridos e insulina,
representandose los valores como media + desviacion estandar.

De acuerdo al analisis de los parametros mencionados y al
indice HOMA, los nifios fueron clasificados en 3 grupos:
nifios controles, nifios con sobrepeso/obesidad sin resistencia
a la insulina y nifios con sobrepeso/obesidad y resistencia a la
insulina. Como se aprecia en la Tabla 1 la concentracién de
glucosa basal de los nifios con sobrepeso/obesidad y resisten-
cia a la insulina fue significativamente mayor con respecto al
grupo de nifios control con un p < 0,05. De la misma manera,
la concentracion de insulina basal de los nifios con sobrepe-
so/obesidad sin resistencia y con resistencia a la insulina fue
9,18 £ 3,24uUl/mL y 20,74 + 8,64pUl/mL, respectivamente,
dichos valores son significativamente mayores (p <0,001) res-
pecto al grupo de nifios control que posee 7,29 + 2,48uUl/mL.
El valor de HOMA de los nifios con sobrepeso/obesidad
sin/con resistencia a la insulina fue también significativamente
superior respecto a los nifios control (p<0,001).

Las concentraciones de colesterol total, LDLc, VLDLc y
triglicéridos se encontraron significativamente incrementados
en los nifios con obesidad sin/con resistencia a la insulina res-
pecto a las concentraciones de nifios control con un p <0,001.
La concentracion de HDLc de los niflos con sobrepeso/obesi-
dad sin/con resistencia a la insulina fue significativamente
menor con p < 0,05 respecto al grupo de nifios control.

Del total de nifios con algiin grado de obesidad se encontr6
que 50% presenta obesidad grave, seguido de 24% que presen-
ta obesidad moderada, 14% obesidad leve y 12% sobrepeso.

Tipificacion de la variante G2548A del gen de Leptina
(LEP)

En la figura 1 se visualizan los productos amplificados co-
rrespondientes a la region del gen LEP que posee la variante
G2548A.
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Posteriormente, los productos amplificados fueron digeri-
dos con la enzima de restriccion Hhal (PROMEGA), visua-
lizdndose en geles de poliacrilamida al 10%, coloreado con
nitrato de plata. Se observaron tres bandas: 61 pb, 181 pb, 242
pb. La visualizacién de las tres bandas (61 pb, 181 pb, 242
pb) corresponde al genotipo heterocigoto G/A, cuando solo se
observan dos bandas (61 pb y 181 pb) se corresponde con el
genotipo Homocigoto G/G y cuando solo se observd una
banda (242 pb) se corresponde con el genotipo Homocigoto
A/A (Figura 2).

Frecuencia del Polimorfismo G2548A del gen LEP

En el grupo estudiado la distribucion genotipica del poli-
morfismo G2548A del gen LEP, se encontr6 en equilibrio de
Hardy Weinberg (X2= 0,968 p= 0,325).

1500
1000
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800
700
600

500
400
300
200
100

¥ 242pb

Figura 1. Visualizacion de los productos amplificados
correspondientes al gen LEP, mediante electroforesis en gel de
agarosa al (2%) en buffer TBE 1X, coloreado con SYBR®SAFE.
El pozo numero 1 corresponde al marcador molecular (MP) de
100 pb (PROMEGA). Los carriles 2, 3, 5y 6 corresponden a los

productos amplificados (242 pb) y el pozo 4 corresponde
al control negativo.

Tabla 2. Caracteristicas bioquimicas de los nifios en estudio por grupo

Nifios con sobrepeso/obesidad

Nifios con sobrepeso/obesidad

Paradmetros Nifios control (n=72) sin RI (n=152) y RI (n=90)
Glucosa Basal (mg/dL) 85,79+ 7,28 84,31+ 9,20 92,18 + 23,13**
Glucosa Post Prandial (mg/dL) - 91,45 + 14,51 92,79 £17,19
Insulina Basal (uUI/MI) 7,29 + 2,48 9,18 + 3,24* 20,74+8,64*
Insulina Post Prandial (uUI/mL) - 32,85 + 21,96 50,41 £ 26,11
HOMA 1,55 +0,55 1,89 + 0,69 4,67 +2,08*
Colesterol (mg/dL) 139,19 £ 25,65 163,41 + 39,87* 171,64 + 39,85"**
HDL-c(mg/dL) 44,54 + 10,76 39,63 + 10,85** 41,05 + 14,00**
VLDL-c (mg/dL) 12,19 £ 4,57 17,25 + 10,21* 22,58 + 12,23*
LDL-c (mg/dL) 82,47 £ 20,79 106,78 + 3,63 108,47 + 37,71*
TG (mg/dL) 60,93 + 22,87 86,27 + 51,06* 114,16 * 60,30*

* p < 0,001 con respecto al grupo control

** p < 0,05 con respecto al grupo control
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Figura 2. Visualizacion de los productos obtenidos de la digestion del producto
amplificado de 242 pb del gen LEP con la enzima Hhal, mediante electroforésis

en gel de poliacrilamida (10%) en buffer TBE 1X. El carril nimero 6 correspon-

de al marcador molecular (MP) de 25 pb (PROMEGA). El carril 7 corresponde al

control negativo. Los carriles indicados como 3 y 8 corresponde al genotipo

Homocigoto A/A, los carriles 1,2,9,10 corresponde al genotipo Homocigoto G/G

y los carriles 4 y5 se corresponden con el genotipo Heterocigoto G/A.

Tabla 3. Frecuencias genotipicas y alélicas del gen LEP
en los grupos de niinos en estudio.

Nifios Nifios con Nifios con
Grupos Sobrepeso/ Sobrepeso/ Total

control
en estudio (n=72) obesidad obesidad (n=290)

sin Rl (n=134) y Rl (n=84)
GENOTIPO
G/G 28% (20) 34% (45) 36% (30) 33% (95)
G/A 54% (39) 48% (65) 53% (45) 51% (149)
A/A 18% (13) 18% (24) 11% (9) 16% (46)
ALELO

G 55% (79) 58% (155) 62% (105) 58% (339)
A 45% (65) 42% (113) 38% (63) 42% (241)

NOTA: Los valores mostrados entre paréntesis representan el nimero de veces
que se repite el alelo o el nimero de individuos portadores del genotipo para el
sitio polimorfico estudiado. La frecuencia esta expresada en porcentaje.
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Figura 3. Visualizacion de los productos amplificados correspondientes al gen
LEPR, mediante electroforesis en gel de agarosa al (2%) en buffer TBE 1X,
coloreado con SYBR®SAFE. El carril nimero 1 corresponde al marcador
de peso molecular (MP) de 100 pb (PROMEGA). Los carriles 3y 6
corresponden a los controles negativos. Los carriles 2,4,5,7,8,9y 10
corresponden a los productos amplificados del gen LEPR (416 pb).
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Como se observa en la Tabla 3, en los tres gru-
pos de nifios tipificados genotipicamente, se en-
contr6 la presencia de los tres genotipos posibles
(G/G, G/A, A/A), presentando el genotipo G/A la
mayor frecuencia (51%), seguido por el genotipo
G/G (33%), el genotipo con la menor frecuencia
fue el A/A (16%).

Se observo que no existe una diferencia signi-
ficativa en la distribucion de los alelos G y A entre
los nifios con sobrepeso/obesidad sin/con RI y el
grupo de nifios control. La frecuencia del alelo G
para los nifios control, nifios con sobrepeso/obesi-
dad sin RI y nifios con sobrpeso/obesidad y RI fue
de 55%, 58% y 62%, respectivamente. En con-
traste a la frecuencia del alelo A que fue menor en
cada uno de los grupos de nifios en estudio, fue de
45%., 42% y 38%, en niflos control, nifios con so-
brepeso/obesidad sin RI y nifios con sobrepeso/
obesidad y RI, respectivamente. El alelo de riesgo
A no parece conferir riesgo para el desarrollo de
obesidad (OR= 0,886; IC 95% = 0,58-1.36 ;
p>0,05), ni resistencia a la insulina (OR= 0,729;
IC 95% = 0,45-1,18 ; p>0,05) en el grupo de nifios
estudiados.

Tipificacion de la variante GIn223Arg del
gen del Receptor de Leptina (LEPR)

En la figura 3 se visualizan los productos am-
plificados correspondientes a la region del gen
LEPR que posee la variante GIn223Arg.

Posteriormente, los productos amplificados
fueron digeridos con la enzima de restriccion
Mspl (PROMEGA), visualizandose en geles de
poliacrilamida al 10%, coloreado con nitrato de
plata. Se observaron tres bandas: 124 pb, 292 pb
y 416 pb. La visualizacion de las tres bandas (124
pb, 292 pb, 416 pb) corresponde al genotipo
Heterocigoto Gln/Arg, cuando solo se observaron
dos bandas (124 pb y 292 pb) se corresponde con
el genotipo Homocigoto Arg/Arg y cuando solo se
observé una banda (416 pb) se corresponde con el
genotipo Homocigoto Gln/Gln (Figura 4).

Frecuencia del Polimorfismo G2548A4 del
gen LEP

En el grupo estudiado la distribucion genotipi-
ca del polimorfismo G2548A del gen LEP, se en-
contrd en equilibrio de Hardy Weinberg (X2=
0,076 p = 0,783).

En la Tabla 4, se muestra que en los tres grupos
de nifios tipificados genotipicamente, se observo la
presencia de los tres genotipos posibles Gln/Gln,
Gln/Arg y Arg/Arg, presentando el genotipo
Gln/Arg la mayor frecuencia (49%), seguido por el
genotipo GIn/GIn (31%), el genotipo con la menor
frecuencia fue el Arg/Arg (20%). Se muestra en




Tabla 4. Frecuencias genotipicas y alélicas de LEPR en los grupos

de nifos en estudio.
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la insulina (OR=0,387 ; IC 95%=0,17-
0,86 ; p <0,05).

Grupos en Nifios control sobre'\;z;:/oct?gsidad Sobrer\:)lgsoslgggsidad (nT=02t?|8) _ Nosse observé diferencia significa-
estudio (n=70) sin Rl (n=133) y Rl (n=75) tiva en la distribucion de los diferentes
GENOTIPO genotipos y alelos del gen LEPR en el
GIn/Gln 21% (15) 31% (41) 41% (31) 31% (87) rgm.po de nifios sobrepesofobesos sin
esistencia a la insulina con respecto al
GIn/Arg 60% (42) 48% (64) 39% (29) 49% (135) 4100 de nifios control.
Arg/Arg 19% (13) 21 % (28) 20% (15) 20% (56)
ALELO DISCUSION
GIn 51% (72) 55% (146) 61% (91) 56% (309)
Arg 49% (68) 45% (120) 39% (59) 44% (247) Este es el primer estudio en
Venezuela en el que se investiga la aso-
ciacion entre los genes LEP y LEPR con factores de riesgo
cardiometabolicos en nifios. En el presente estudio se obtuvo
que los nifios con sobrepeso/obesidad y resistencia a la insu-
1500 lina tienen 2.6 veces mas riesgo de desarrollar RI que los
1000 nifios control. Este riesgo podria estar asociado a que la va-
:': riante Gln/Gln del receptor de leptina podria tener una menor
m afinidad por la leptina, llevando esto a un aumento de los ni-
a0 veles de leptina y creando un estado de resistencia a la misma.
500 416pb La resistencia a la leptina ha sido asociada con resistencia a la
00 insulina en estudios en roedores. No se encontraron estudios
300 292pb donde se evaluara la relacion de este polimorfismo de LEPR
200 con la resistencia a la insulina en nifios, ni en adultos, para
100 124pb

Figura 4. Visualizacion de los productos obtenidos de la diges-
tion del producto amplificado de 416 pb del gen LEPR con la en-
zima Mspl, mediante electroforésis en gel de agarosa (2%) en
buffer TAE 1X. El carril nimero 1 corresponde al marcador de
peso molecular (MP) de 100 pb (PROMEGA). El carril 2 corres-
ponde al control negativo. El carril 3 corresponde al genotipo
Homocigoto GIn/Glin, el carril 4 corresponde al genotipo
Homocigoto Arg/Arg, el carril 5 corresponde al genotipo
Heterocigoto GIn/Arg.

paréntesis el nimero de veces que se repite el alelo o el nume-
ro de individuos portadores del genotipo para el sitio polimor-
fico estudiado.

El alelo normal Gln present6é una mayor frecuencia en los
3 grupos de nifios estudiados con 51%, 55% y 61%, en los
niflos control, nifios con obesidad sin resistencia a la insulina y
nifios con obesidad y resistencia a la insulina, respectivamente.
De acuerdo al total de nifios que se le determino el genotipo de
LEPR, el alelo normal Gln presento una mayor frecuencia
(56%) en comparacion con el alelo mutado Arg (44%).

El grupo de nifios con sobrepeso/obesidad y resistencia a
la insulina presentaron una mayor frecuencia del genotipo
GIn/Gln que el grupo de nifios control (OR= 2,583 ; IC 95%~=
1,17-5,75 ; p < 0,05), sugiriendo que la presencia de este ge-
notipo podria aumentar el riesgo al desarrollo de resistencia a
la insulina (RI). Por otra parte, los nifios control presentaron
una mayor frecuencia de genotipo Arg/Arg, Gln/Arg en com-
paracion con los nifios con sobrepeso/obesidad y resistencia a

comparar los resultados obtenidos en este estudio.

El polimorfismo GIn223Arg A—G se localiza en el sitio
de enlace con la leptina lo que podria sugerir que el cambio
de un aminoacido cargado positivamente como la Arginina
por otro aminoacido no cargado como la Glutamina podria
mediar un aumento o disminucion en la afinidad por su ligan-
do (Leptina), lo que se traduce en una mayor respuesta a la
cascada de activacion de la cinasa Jak-2 ocasionando la fos-
forilacion de las proteinas blanco en el citoplasma entre las
que se encuentra el factor de transcripcion STAT (transductor
de sefales y activador de la transcripcion). Por otro lado, el
Sustrato del Receptor de Insulina (IRS1) es también un sus-
trato de Jak, por lo tanto la leptina y la insulina comparten
rutas para propagar sefializacion (31,32). Al alterarse la cas-
cada de sefializacion se produce un estado conocido como re-
sistencia a la leptina, que es un modelo estudiado en roedores
obesos en los que se observa también resistencia a la insulina,
por lo que una disfuncion en el receptor de leptina ha sido
asociado con diabetes tipo 2 y resistencia a la insulina
(31,33). Deben realizarse estudios moleculares para poder en-
tender el mecanismo de la resistencia a la insulina y como
ésta puede llevar también a las alteraciones en la homeostasis
de la glucosa provocando resistencia a la insulina y diabetes.

En este estudio se encontr6 asociacion entre la variante
GIn/Gln del gen LEPR y la resistencia a la insulina, similar
a otros estudios en los que se asocio esta variante con hiper-
leptinemia, perfil lipidico aterogénico, obesidad, porcentaje
de masa grasa, asi como la tendencia a agrandar el tamafio del
adipocito en los individuos portadores del genotipo Gln/Gln
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(34-36). Los resultados de este estudio son comparables a los
reportados en una investigacion en nifios mexicanos; las fre-
cuencias genotipicas encontradas en este estudio fueron para
el genotipo homocigoto normal Gln/Gln 31%, heterocigoto
Gln/Arg 49% y homocigoto mutado Arg/Arg 20% similares a
las encontradas por Jiménez y col en el 2004, en la que repor-
tan una frecuencia para el homocigoto normal Gln/Gln
36,8%, heterocigoto Gln/Arg 43,4% y homocigoto mutado
Arg/Arg 19,7% reportados por estos investigadores en nifios
mexicanos. Lo mismo se observa con las frecuencias alélicas,
que para los nifios mexicanos es de 58,5% para el alelo Gln y
41,5% para el alelo Arg, similar a lo encontrado en este estu-
dio donde el alelo Gln arrojo una frecuencia de 56% y el alelo
Arg de 44% (37).

Sin embargo algunos investigadores no encontraron aso-
ciacion entre el polimorfismo de LEPR con factores de riesgo
cardiometabdlico (38,39).

Con respecto al polimorfismo G2548A del gen LEP, no se
encontraron diferencias significativas en las frecuencias ge-
notipicas y alélicas entre el grupo de nifios control y los nifios
con sobrepeso/obesidad sin/con resistencia a la insulina
(p>0.05). Se observo que el alelo de riesgo A no parece con-
ferir riesgo para el desarrollo de obesidad ni resistencia a la
insulina en el grupo de nifios estudiados.

Los resultados de este estudio son comparables a los re-
portados por Pedraza y colaboradores (40) en nifios mexica-
nos. La frecuencia del alelo mutado A fue de 42% tanto en los
nifios mexicanos como en los nifios venezolanos estudiados.
De igual forma, las frecuencias genotipicas obtenidas para el
polimorfismo G2548A de LEP en esta investigacion fueron
33% para el homocigoto normal G/G, 51% para el heteroci-
goto G/A'y 16% para el homocigoto mutado A/A, estos resul-
tados son muy similares a los citados en el estudio en México
donde obtuvieron una frecuencia de 34,6%, 49,7% y 15,6%
para el homocigoto normal G/G, heterocigoto G/A y homoci-
goto mutado A/A, respectivamente. En ambos trabajos no se
encontraron diferencias significativas en las frecuencias alé-
licas y genotipicas entre los nifios obesos y los nifios control
para p>0.05.

Otros investigadores han asociado el polimorfismo
G2548A de LEP con obesidad, hiperleptinemia y sindrome
metabolico en diversas poblaciones como la brasilefa, espa-
fola, turca, francesa y japonesa (13-15, 37,41). Esto indica
que las distribuciones alélicas son muy variables en cada re-
gion. Asociandose a enfermedad en algunos estudios, mien-
tras que en otros no se encuentra dicha asociacion a pesar de
que el tamafo en la muestra estudiada sea similar (42).

Con los resultados obtenidos en este estudio, se puede
asociar el polimorfismo GIn223Arg del gen LEPR con la re-
sistencia a la insulina que es un factor de riesgo cardiometa-
bolico que se presenta en el SM, el cual es considerado como
marcador de riesgo en el desarrollo de la DT2 y las enferme-
dades cardiovasculares. Conocer la genética y los genes invo-
lucrados al desarrollo de enfermedades cardiometabdlicas es
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importante, porque se pueden tomar medidas preventivas en
estos nifios para evitar el desarrollo de estas patologias y sus
consecuencias, entre las que se pueden citar los cambios en el
estilo de vida (dieta baja en carbohidratos y grasas, realizar
ejercicio, entre otras).

CONCLUSIONES

Este es el primer estudio en nifios en el que se encuentra
una asociacion entre la presencia del genotipo GIn223Arg del
gen LEPR con la obesidad en nifios pre-puberes y donde se
encuentra que el genotipo Gln/Gln del gen LEPR confiere a
los nifios que lo portan 2,6 veces mas riesgo a desarrollar re-
sistencia a la insulina que los nifios con el genotipo Arg/Argy
Gln/Arg.
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