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RESUMEN

La dieta es un factor ambiental importante que interactia con los genes para modular
la probabilidad de desarrollar trastornos en el metabolismo de los lipidos o su
implicacion en la presencia de otras enfermedades crénicas como la obesidad.
Objetivo. Analizar la interaccion de la dieta con los polimorfismos 668 A/G y 1968
G/C en el gen LEPR, -265 T/C y -1730 G/T en el gen de la APOA2 y -1131 T/C y 56
C/G en el gen APOAS y su relacion con la obesidad y dislipidemias en jovenes
universitarios del estado de Guerrero. Metodologia. Se incluyeron en el estudio a
200 jovenes entre 18 y 25 afios de edad, los cuales presentaron peso normal y
obesidad, se determinaron sus medidas clinicas, bioquimicas, antropométricas y
también se realiz6 una evaluacion nutricional. La genotipificacion de los
polimorfismos se realiz6 por PCR-RFLP. Resultados. Se encontraron las siguientes
frecuencias genotipicas en el grupo control, para el polimorfismo -1131 T/C: 69% T/T,
29% T/C y 2% C/C y para el polimorfismo 56 C/G fue: 7% C/C, 33% C/G y 60% G/G
ambos en el gen de APOADS; para los polimorfismos 1968 G/C y 668 A/G en el gen
LEPR fueron: 72% G/G, 28% G/C, 0% C/C y 30% A/A, 50% A/G y 20% G/G
respectivamente; para el polimorfismo -265 T/C fue: 69% T/T, 30% T/Cy 1% C/IC y
para el polimorfismo -1730 G/T el 100% fueron G/G en el gen de APOA2. Se
observaron niveles disminuidos de colesterol HDL para los portadores de los
genotipos T/C+C/C (41 vs 45 mg/dL; p=0.02) del polimorfismo -1131 T/C en el gen
APOAS y presentaron una mayor ingesta de acidos grasos poliinsaturados (AGPS).
Los portadores de los genotipos T/C+C/C del polimorfismo -265 T/C en el gen
APOA2 tuvieron un menor consumo de AGPS. Los portadores de los genotipos
A/G+G/G del polimorfismo 668 A/G en el gen LEPR tuvieron un aumento en los
niveles de colesterol LDL (111 vs 103 mg/dL; p=0.02). Se encontré una asociacion
del consumo de &cidos grasos saturados (AGS) (=12 g/dia) y de lipidos (=83 g/dia)
con la presencia de obesidad (OR=4.4, 1C95% 2.0-9.3; p<0.001 y OR=3.8, IC 95%
1.8-7.9; p<0.001, respectivamente). Para el polimorfismo 668 A/G en el gen LEPR los
portadores de los genotipos A/G+G/G tienen 9.9 veces mas riesgo de presentar
niveles de colesterol total 2200 mg/dL (OR=9.9, IC95% 1.7-59.4; p=0.002). Ademas



se encontré que los portadores del alelo G tienen 2.1 veces mayor riesgo de tener
niveles de colesterol total 2200 mg/dL (OR=2.1, IC95% 1.15-3.8; p=0.008).

En el analisis de interaccion, se encontr0 que los portadores de los genotipos
A/G+G/G del polimorfismo 668 A/G en el gen LEPR con una ingesta de AGS 212
g/dia tienen 3.7 veces mas riesgo de presentar obesidad (OR=3.7, IC95% 1.6-8.6;
p=0.001), 3.8 veces mayor riesgo de presentar niveles de colesterol sérico 2200
mg/dL (OR=3.8, IC95% 1.5-9.8;p=0.003) y 2.7 veces mas riesgo de tener niveles de
triglicéridos 2150 mg/dL (OR=2.7, IC95% 1.0-6.9; p=0.03). En el analisis realizado en
los consumidores de lipidos =83 g/d, se encontrd que tienen 3.4 veces mas riesgo de
tener obesidad (OR=3.4, 1C95% 1.4-8.2; p=0.003) y 4.1 veces mas riesgo de tener
niveles de colesterol 2200 mg/dL (OR=4.1, IC 95% 1.6-10.8; p= 0.002), que aquellos
gue tienen una menor ingesta de lipidos. Los portadores del genotipo G/G del
polimorfismo 56 C/G en el gen APOAS tienen 3.5 veces mas riesgo de presentar
obesidad cuando tienen una ingesta de AGS 212 g/dia (OR=3.5, IC 95% 1.6-7.6;
p=0.0007) y 2.7 veces mas riesgo cuando tienen una ingesta =283 g/d de lipidos
(OR=2.7, 1C95% 1.3-5.7; p= 0.008). Conclusién: Se observo una interaccion gen-
dieta para los polimorfismos 668 A/G en el gen LEPR y 56 C/G en el gen de APOA5
con una mayor ingesta de AGS vy lipidos asociados a obesidad y dislipidemias, asi
como también se encontré asociacion del alelo G del polimorfismo 668 A/G del gen

LEPR con niveles de colesterol total 2200 mg/dL.

Palabras clave: Dislipidemia, Obesidad, LEPR, APOA2, APOADS, Interaccién gen-
dieta.



ABSTRACT

Diet is an important environmental factor that interacts with genes to modulate the
likelihood of developing disorders in lipid metabolism and their involvement in the
presence of other chronic diseases such as obesity. Aim: Analyzing the interaction of
the diet with the following polymorphisms: 668 A/G and 1968 G/C in the LEPR gene, -
265 G/A and -1730 G/T in the APOA2 gene and -1131 T/C and 56 C/G in the APOA5
gene and its relationship with obesity and dyslipidemia in young students of the state
of Guerrero. Methodology: The study included 200 young between 18 to 25 years
old who had normal weight and obesity, clinical, biochemical and anthropometric
measurements were determined. A nutritional assessment applied by a nutritionist
was conducted. Genotyping of polymorphisms was performed by PCR-RFLP.
Results: The following genotype frequencies in the control group were found, for the
-1131 polymorphism T/C: 69% T/T, 29% T/C and 2% C/C and for the polymorphism
56 C/G was 7% C/C, 33% C/G and 60% G/G both in APOA5 gene; for
polymorphisms 1968 G/C and 668 A/G in the LEPR gene were: 72% G/G, 28% GI/C,
0% C/C to 30% A/A, 50% A/G and 20% G/G, respectively; for polymorphism -265 T/C
was: 69% T/T, 30% T/C and 1% C/C and polymorphism -1730 G/T 100% were G/G in
the APOA2 gene. All polymorphisms were in Hardy Weinberg equilibrium. Carriers of
the T/C+C/C genotypes of polymorphism -1131 T/C in the APOA5 gene had
decreased levels of HDL cholesterol (41 vs 45 mg/dL; p=0.02) and also an increased
intake of polyunsaturated fatty acids (PUFA). Carriers of the T/C+C/C genotypes of
the polymorphism -265 T/C in the APOA2 gene had a lower consumption of PUFA.
Carriers of the A/IG+G/G genotypes of the polymorphism 668 A/G in the LEPR gene
had increased levels of LDL cholesterol (111 vs 103 mg/dL; p=0.02). An association
of saturated fatty acids (SFA) intake (212 g/day) and lipid (=83 g/day) with the
presence of obesity was found (OR = 4.4, 95% CI 2.0-9.3, p<0.001 and OR=3.8, 95%
Cl 1.8-7.9; p<0.001 respectively).

In addition it was found that G allele carriers have 2.1 times greater risk of total
cholesterol = 200 mg/dL (OR=2.1, 95%CI 1.15-3.8; p=0.008).Similarly, in the analysis
of interaction the carriers of the genotypes A/G+G/G with a higher intake of SFA (=12
g/d) are 3.7 times more likely to be obese (OR=3.7, 95% CI 1.6-8.6, p=0.001) as well



as 3.8 times greater risk of having serum cholesterol levels above 200 mg/dL (OR
3.8, 95% CI 1.5-9.8, p=0.003) and 2.7 times the risk of triglycerides have levels above
150 mg/dL (OR=2.7, 95% CI 1.0-6.9, p=0.03). In the analysis with lipid intake above
83 g/d was found to have 3.4 times higher risk of obesity (OR=3.4, 95% CI 1.4-8.2;
p=0.003) and 4.1 times more likely to have cholesterol levels above 200 mg/dL
(OR=4.1, 95% CI 1.6-10.8; p = 0.002) than those with a lower intake of lipids. The
G/G genotype of the polymorphism 56 C/G in the APOA5 gene are 3.5 times more
likely to be obese when they have a SFA intake 212 g/day (OR=3.5, 95% CI 1.6-7.6,
p=0.0007) and 2.7 times greater risk when they an intake =83 g/day of lipids (OR=2.7,
95% CIl 1.3-5.7, p=0.008). Conclusion: A gene-diet interaction for 668 A/G
polymorphisms in the LEPR gene and 56 C/G in the APOAS5 gene with a higher intake
of SFA and lipids associated with obesity and dyslipidemia was observed and
association of the G allele polymorphism 668 A/G of LEPR gene was also found with

levels of total cholesterol 2200 mg/dL.

Keywords: Dyslipidemia, Obesity, LEPR, APOA2, APOA5, gene-diet interaction.



INTRODUCCION

La nutricion es parte de cada individuo desde la concepcion hasta la muerte. Por lo
tanto se considera como uno de los factores ambientales mas importantes que
interactia con nuestros genes para aumentar o disminuir la probabilidad de
desarrollar obesidad o trastornos en el metabolismo de los lipidos (Dolores Corella et
al., 2007). De esta manera, el cambio de la dieta puede influir junto con los factores
genéticos en la generacion de diferentes perfiles de particulas de lipoproteinas de
baja densidad (LDL), incluyendo las que se observan en la dislipidemia aterogénica
(Krauss, 2005), ademas de que se ha demostrado que cambiando el perfil de acidos
grasos de la dieta pueden alterar la expresion de neuropéptidos hipotalamicos
implicados en la regulacién de la ingesta de alimentos y el balance energético (Wang
et al., 2002).

La variabilidad genética ha sido reportada en diversos estudios de asociacion con los
genes identificados en el metabolismo de lipidos y la obesidad, sin embargo las
asociaciones entre muchas de esas variantes ha sido controversial (Cambien y Tiret,
2007). Uno de los argumentos mas aceptados para explicar la pérdida de replicacion
entre estudios, ha sido la existencia de interacciones gen-ambiente, el cual se refiere
a los diferentes efectos fenotipicos de diversos ambientes en individuos con igual
genotipo o a efectos del mismo medio ambiente en los individuos con diferente
genotipo. El estudio de la interaccion gen-ambiente permite un analisis integral, de
los factores que pueden estar implicados en el desarrollo de la obesidad y sus
comorbilidades y también facilita la generacion de medidas de prevencion para las

enfermedades cronicas (Hunter DJ, 2005).

Dentro de los genes implicados en el desarrollo de la obesidad y/o dislipidemias
estan el LEPR, APOA2 y APOAS. El gen LEPR mediante corte y empalme del RNA
mensajero produce multiples isoformas del receptor de leptina (a, b, c, d, e y f).
Todas las isoformas tienen un dominio extracelular de unién a leptina, pero
solamente la forma, LEPRb, contiene un dominio intracelular completo requerido
para la sefializacion celular (Morris y Rui, 2009), regulando la expresion de

neuropéptidos implicados en la regulaciéon de la ingesta alimentaria y del peso



corporal (Gonzalez-Jiménez et al., 2010). LEPRb, se expresa de manera abundante
en el hipotadlamo (Trayhurn y Bing, 2006) y es por lo tanto es crucial para la accién de
la leptina (Morris y Rui, 2009). Se han reportado diversos polimorfismos en el gen
incluyendo al SNP 668 A/G, el cual esta situado en el exdn 6 que codifica para el
dominio extracelular del receptor, este SNP produce un cambio del amino&cido
glutamina por arginina en el codon 223 (Q223R) (CAG por CGG), lo cual implica un
cambio en la carga de neutra a positiva, por lo tanto disminuye la interaccion de la
leptina con su receptor alterando de esta manera la sefalizacion de la leptina
(Paracchini et al., 2005). De igual manera, el SNP 1968 G/C produce un cambio del
aminoécido lisina por asparagina en el codon 656 (K656N) (AAG por AAC) en el
exén 14, lo cual implica un cambio en la carga de positivo a neutro alterando la
funcionalidad del receptor (Mars M et al., 2004; Paracchini et al., 2005). En estudios
de asociacion, se ha encontrado que estos polimorfismos estan relacionados con
sobrepeso y obesidad asi como también con niveles elevados de leptina (Murugesan
et al., 2010, Guizar-Mendoza et al., 2005).

En cuanto al gen APOA2, se han realizado diversos estudios tanto en humanos
como en animales en los que se ha encontrado asociacion con obesidad, diabetes y
resistencia a la insulina (Castellani et al., 2008, Corella et al., 2007). Para el
polimorfismo -265 T/C se ha encontrado que el alelo C esta asociado con niveles
disminuidos de la apolipoproteina A2 (APOAZ2), por lo tanto debido a que se ha
sugerido que esta implicada en la sefializacién de la saciedad, su baja expresion
daria lugar a un mayor apetito, el cual seria preferiblemente para alimentos ricos en
grasas saturadas y este mayor consumo de grasa daria lugar a un mayor peso

corporal y/o resistencia a la insulina (Corella et al., 2011).

Por otro lado, la apolipoproteina A5 (APOAS5) se expresa principalmente en higado
donde se secreta a la circulacion ligada a las lipoproteinas de alta densidad (HDL),
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y particulas de quilomicrones y ha sido
asociada con hipertrigliceridemia. En cuanto a su estructura, destaca un importante
componente alfa hélice en un contexto de predominio hidrofébico donde el extremo

C-terminal tiene un papel importante en la union de la proteina a los lipidos. Asi, se



ha sugerido que APOAS5 juega un papel importante en la hidrolisis de los
componentes lipidicos de las lipoproteinas, siendo ésta, proteina clave en la unién a
los proteoglicanos de membrana plasmatica de la célula endotelial, permitiendo de
esta manera la actividad lipolitica endotelial sobre las VLDLs, debido a ésta unién
mediada por APOA5 se mantienen cercanas las VLDL a la LPL endotelial (Forte et
al., 2009). La expresion del gen APOAS esta modulada por varios factores, dentro de
los cuales se incluyen los factores de transcripcion PPAR-gammal y HNF-4 alpha2,
que afectan al metabolismo de los TG (Saavedra N et al.,, 2010). De esta manera
existen diversos estudios de asociacion en los cuales se ha demostrado que los SNP
-1131 T/C y 56 C/G se asocian con hipertrigliceridemia en diversas poblaciones del
mundo (Sanchez-Moreno C et al., 2011; Lai CQ, 2003).

En cuanto al polimorfismo 56 C/G se ha encontrado que implica un cambio de
aminoécido, de serina (Ser) por triptéfano (Trp) (Serl9Trp), por lo cual se conoce que
mutaciones en esta molécula pueden alterar la capacidad de unién de los receptores
de las lipoproteinas al producirse un cambio hidrofilico de Ser por el hidréfobo Trp en
el péptido sefial ya que puede inducir alteraciones en la estructura secundaria de la
proteina con su correspondiente impacto en la estructura terciaria, mediante el
aumento de la probabilidad en la formacion de la estructura alfa hélice inducida por
los residuos 14-16 en los portadores de la variante 19Trp. Este cambio estructural
alteraria la capacidad de la proteina, ya sea por afectacion de la insercion de la
proteina naciente en el reticulo endoplasmico rugoso, por alteracion de la separacion
del péptido sefial o incluso por conferir en caso de los portadores de la variante
19Trp una incapacidad para la interaccién con los receptores lipidicos (Lai et al.,
2004).

De acuerdo a estudios de interaccion gen-dieta, se ha reportado que para el
polimorfismo -265 T/C en el gen APOAZ2, entre los que consumieron una dieta baja
en grasas saturadas (<22 g/d) no fue estadisticamente asociado con el indice de
masa corporal (IMC). Por el contrario, el genotipo C/C fue asociado con un IMC
elevado y con un mayor consumo de grasas saturadas (=22 g/d) (Corella et al.,

2011). Por otra parte, se encontré una interaccion significativa entre el genotipo y la



dieta en grasas, en presencia de obesidad. En el caso del polimorfismo -1131 T/C del
gen APOAS5, los participantes homocigotos para el alelo T, tuvieron una asociacion
positiva entre el consumo de grasa y la obesidad, mientras que en los portadores del
alelo C, no hubo asociacion entre una mayor ingesta de grasa y un mayor IMC.
Asimismo, se observaron interacciones genotipo-dieta en grasas para lipoproteinas

ricas en triglicéridos (Sanchez-Moreno C et al., 2011).

Los efectos de la interaccion de los polimorfismos relacionados con la obesidad y
dislipidemias son por lo tanto importantes, ya que permitiran eventualmente la
identificacion de los individuos con riesgo de obesidad, asi como el desarrollo de
complicaciones asociadas y la identificacion de quienes tengan una menor respuesta
a las intervenciones dietéticas y que por lo tanto requieren, una restriccion dietética

mayor o mejor balanceada (Perusse y Bouchard, 2000).

Por lo anterior, el propésito de este estudio fue conocer la probable interaccién de la
dieta con los polimorfismos en los genes LEPR, APOA2 y APOAS vy si se asocian con

la obesidad y dislipidemias en jovenes guerrerenses.



MATERIAL Y METODOS
Participantes y disefio de estudio

Se incluyeron 200 jovenes universitarios de 18 a 25 afios de edad, 100 con peso
normal (IMC de 18.5 a 24.9 kg/m?) y 100 con obesidad (IMC =30 kg/m?), no
relacionados genéticamente y cuyos padres y abuelos fueron originarios del estado
de Guerrero; se excluyeron aquellos jovenes que se sometieron a un régimen
alimenticio o tratamiento para bajar de peso previo a la captacién, asi como a

mujeres embarazadas.

Se obtuvo la firma del consentimiento informado de todos los participantes de
acuerdo a la declaracion de Helsinki. El estudio fue aprobado por el Comité de Etica
de la Universidad Autdnoma de Guerrero. Se eliminaron las personas con muestras

sanguineas insuficientes, hemolizadas o con DNA degradado.

Caracteristicas antropométricas y bioquimicas

La determinacion del peso de los participantes fue realizada en un analizador de
composiciéon corporal (TFB-300 GS, Tanita Corporation of America Inc EUA) con los
pies descalzos, ropa ligera y en ayuno, de igual manera se midi6 la estatura con un
estadimetro (BM-214, Seca, Alemania). A partir de estas medidas se obtuvo el IMC
con la férmula IMC=peso/altura® (kg/m?. La distribucion de grasa corporal se
determind mediante la evaluacion antropométrica, incluyendo el indice cintura-
cadera, lo cual se realiz6 con una cinta antropométrica (203, Seca, Alemania), a la
altura del ombligo y los trocanteres mayores. La presion arterial se midié con un

baumandmetro automatico (MX3 OMRON Plus) y la lectura se reporté en mmHg.

Las concentraciones de glucosa, colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL y
triglicéridos fueron determinadas con métodos enzimaticos (Spinreact, Espafa) y
analizadas de acuerdo a las recomendaciones del fabricante en un equipo

semiautomatizado (Spinlab, Spinreact, Espafa).



Informaciéon de la dieta

La ingesta dietética se estimd con un cuestionario semicuantitativo de frecuencia de
consumo de alimentos descrito y validado (Hernandez-Avila et al., 1998). Se utiliz6 el
software de Nutricion Nutrimind (México) para el analisis de los datos, obteniéndose
la ingesta de macronutrientes para cada individuo asi como la ingesta total de
energia. El software contiene més de 2000 alimentos y permite el ingreso de otros
que no se consumen con frecuencia, para el calculo de los macronutrientes se basa
en las tablas de alimentos fuente como el Sistema Mexicano de Alimentos
Equivalentes lera y 2da Version, USDA (Estados Unidos), Argenfoods (Argentina),
Revista peruana de cardiologia Julio-Diciembre 2000 y Tabla de composicién de

alimentos de Chile. La evaluacidon nutricional la realizé una Licenciada en Nutricion.

Genotipificacién de los polimorfismos

El DNA gendmico fue extraido de leucocitos de sangre periférica por el método
DTAB-CTAB y almacenado a -20 °C. La obtenciébn de los genotipos de los
polimorfismos 1968 G/C, 668 A/G, 56 C/G, -1131 T/C, -265 T/C y -1730 G/T de los
genes LEPR, APOAS y APOAZ2, respectivamente, se realizO mediante la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa y de polimorfismos en la longitud de los
fragmentos de restriccion (PCR-RFLP), empleando los iniciadores y enzimas de
restriccion mostrados en la tabla 1. El disefio de los iniciadores y la identificacion de
las enzimas de restriccion se obtuvieron a partir del software primer 3 y NEBcutter

V2.0 respectivamente.
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Tabla 1: Secuencia de los iniciadores, enzimas y tamafios de fragmentos de PCR-RFLP

SNP INICIADORES FRAGMENTO ENZIMA FRAGMENTOS
GENLEPR
\ \ GIG 224
S 5-AATCCAGCCTACACAGTTGT-3
1968 GIC 5 o T e caes 224 pb BStU  GIC 224,198, 26
AAAGTAA C/C 198,26
S 5-AAACTCAA CGACACTCTC CTT-3' AR 80
668AG A 5 TGAACTGACATTAGAGGTGA-3 80 pb Mspl — A/G 80,5723
GIG 57,23
GEN APOAS
\ \ CIC 151,77, 40, 35, 31, 1
S 5-CACAGAGGTTGAGGCAGCAGA-3 17, 40, 35, 31,
56 C/G \ \ 335 pb saugsl  C/G 186, 151, 77, 40, 35,31, 1
A 5-GGCTCTGGCTCTTCTTTCAGG-3 Se 1ae bl
\ \ TIT 157y 30
S 5-GGAGC TTGTGAACGTGTGTATGAGT-3
AIBLTIC A 5.CCCCAGGAAC TGG AGC GAA ATT-3' 187 pb Mel  TIC 187,157y 30
GEN APOAZ
. \ CIC 167, 143
S 5-GATAAGGTTGAGAGATGAGATCT-3 !
265CIT A 5 .GTGAGGATAAACAAGTTGGAGAA-3' 310pb smil O 310,167,143
; ; G/G 151,11
S 5-GAATAGTTCTGCTAGCACTTAC-3 !
730G 5 2 A T 162 pb Nhel  GIT 162 151,11

Condiciones para PCR y RFLP del polimorfismo 1968 G/C del gen LEPR.

De acuerdo a las condiciones reportadas por Marino-Ortega (2011), el volumen total
de la mezcla de reaccion fue de 20 pL, conteniendo: buffer 1x, MgCl, 1.25 mM,
dNTPs 0.05 mM, iniciadores 0.2 mM de cada uno, 1 U de Tag DNA polimerasa y 0.3
pg/uL de DNA, bajo las siguientes condiciones de reaccidn: desnaturalizacion inicial
a 94°C durante 5 min, seguidos de 30 ciclos para la amplificacién: desnaturalizacion
a 94°C por 30 seg, alineamiento a 63°C por 30 seg, extension a 72°C por 30 seg y
una extension final a 72°C por 5 min. Para la genotipificaciéon el producto de PCR fue
digerido con 5 U de la enzima de restriccién BstUl (New England BioLabs) a 60°C por

tres horas, esta enzima reconoce el sitio 5°...CG V¥ CG...3 (tabla 1).

Condiciones para PCR y RFLP del polimorfismo 668 A/G del gen LEPR.

De acuerdo a las condiciones reportadas por Ramos-Arellano(2009), la mezcla de
reaccion se realiz6 en un volumen final de 25 pL, adicionando buffer 1x, 0.5 pg/pL de
DNA gendmico, iniciador sentido y antisentido 0.16 mM, dNTPs 0.02 mM, MgCl, 3.8
mM y Tag DNA polimerasa 2.0 U (invitrogen, EUA); bajo las siguientes condiciones
de reaccion: desnaturalizacién inicial a 94°C durante 5 min, seguidos de 30 ciclos
para la amplificacion: desnaturalizacion a 94°C por 30 seg, alineamiento a 63°C por
30 seg, extension a 72°C por 1 min y una extension final a 72°C por 5 min. Para la

genotipificacion, el producto de PCR fue digerido con 5 U de la enzima de restriccién
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Mspl (New England Biolabs Inc, EUA) a 37°C durante 3 horas, esta enzima reconoce
el sitio 5°...CVYCGG... 3’ (tabla 1).

Condiciones para PCR y RFLP del polimorfismo 56 C/G del gen APOAS5

El volumen total de la mezcla de reaccion fue de 19 pL, conteniendo: buffer 1x,
MgCl, 1.05 mM, dNTPs 0.026 mM, iniciadores 0.10 mM de cada uno, 0.5 U de Taq
DNA polimerasa y 0.2 pg/uL de DNA, bajo las siguientes condiciones de reaccion:
desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5 min, seguidos de 30 ciclos para la
amplificacion: desnaturalizacion a 94°C por 1 min, alineamiento a 60°C por 30 seg,
extension a 72°C 1 min y una extension final a 72°C por 3 min. El producto de PCR
fue digerido con 5 U de la enzima de restriccion Sau96! (New England BioLabs Inc,
EUA) a 37°C por tres horas, esta enzima reconoce el sitio 5...GYGNCC...3,

obteniendo fragmentos mostrados en la tabla 1.

Condiciones para PCR y RFLP del polimorfismo -1131 T/C del gen APOA5

El volumen total de la mezcla de reaccion fue de 19 uL, conteniendo: buffer 1x,
MgCl, 1.05 mM, dNTPs 0.026 mM, iniciadores 0.10 mM de cada uno, 0.5 U de Taq
DNA polimerasa y 0.2 pg/uL de DNA, bajo las siguientes condiciones de reaccion:
desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5 min, seguidos de 25 ciclos para la
amplificacion: desnaturalizacién a 94°C por 30 seg, alineamiento a 58°C por 30 seq,
extension a 72 °C por 30 seg y una extension final a 72°C por 2 min. El producto de
PCR fue digerido con 5 U de la enzima de restriccion Msel (New England BioLabs
Inc, EUA) a 37°C por tres horas, esta enzima reconoce el sitio 5...CGVCG...3,

obteniendo fragmentos mostrados en tabla 1.

Genotipificacion del polimorfismo -265 T/C en el gen de APOA2

El volumen total de la mezcla de reaccion fue de 20 pL, conteniendo: buffer 1x,
MgCl, 1 mM, dNTPs 0.0125 mM, iniciadores 0.10 mM de cada uno, 0.5 U de Taq
DNA polimerasa y 0.2 pug/pL de DNA, bajo las siguientes condiciones de reaccion:
desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5 min, seguidos de 30 ciclos para la
amplificacion: desnaturalizacién a 94°C por 1 min, alineamiento a 62°C por 1 min,
extensién a 72°C por 1 min y una extension final a 72°C por 5 min. El producto de

PCR, sera digerido con 5 U de la enzima de restriccion Smll (New England BioLabs
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Inc, EUA) a 55°C por tres horas, esta enzima reconoce el sitio 5°... CYT Y R A

G...3", obteniéndose fragmentos mostrados en tabla 1.

Genotipificacion del polimorfismo -1730 G/T en el gen de APOAZ2.

El volumen total de la mezcla de reaccion fue de 20 pL, conteniendo: buffer 1x,
MgCl; 1.25 mM, dNTPs 0.05 mM, iniciadores 0.2 mM de cada uno, 1 U de Taq DNA
polimerasa y 0.3 pg/uL de DNA, bajo las siguientes condiciones de reaccion:
desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5 min, seguidos de 30 ciclos para la
amplificacion: desnaturalizacion a 94°C por 1 min, alineamiento a 64°C por 1 min,
extension a 72°C por 1 min y una extension final a 72°C por 7 min.

El producto de PCR de pb, fue digerido con 3 U de la enzima de restriccion Nhel
(Thermo scientific, Eugene Oregon EUA) a 37 °C por 16 horas, esta enzima reconoce

el sitio 5°...GYCTAGC...3’, obteniendo fragmentos mostrados en tabla 1.

Analisis estadistico

La informacién obtenida fue analizada en el paquete estadistico STATA v.12.0
(College Station, Texas EUA). Se obtuvieron medias y desviaciones estandar de las
variables cuantitativas simétricas y la comparacion entre grupos se realizé mediante
la prueba de t student y/o ANOVA,; y para las variables cuantitativas no simétricas se
obtuvieron mediana y percentiles 5 y 95; la comparacién entre los grupos se realizé
mediante la prueba de Mann Whitney y/o Kruskal Wallis. También se determinaron
las frecuencias absolutas y relativas para las variables cualitativas y la comparacion
entre los grupos de estudio (jévenes obesos y con peso normal) se realiz6 mediante
la prueba estadistica de Chi cuadrada (X?). Las frecuencias genotipicas y alélicas
para los polimorfismos estudiados se realizaron por conteo directo y se calculd el
equilibrio de Hardy-Weinberg en el grupo control. Se empled la prueba de Mantel-
Haenszel y se realizaron modelos de interaccion para analizar la asociacion de los
SNPs en los genes LEPR, APOA2 y APOA5 con el aumento en el consumo de
grasas saturadas y la determinacion de OR para la presencia de obesidad y

dislipidemias. Se considerdé como estadisticamente significativo un valor de p<0.05.

13



RESULTADOS
Caracteristicas de los grupos de estudio.

Se incluyeron en el estudio 200 jévenes universitarios de 18 a 25 afios de edad,
originarios del estado de Guerrero, del total de la poblacién estudiada, 116 (58%)
fueron mujeres y 84 (42%) hombres, no se observaron diferencias significativas

(p=0.05) en cuanto a edad y género.

La comparacion de los grupos de estudio se observan en la tabla 1. Se observaron
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) en todas las medidas clinicas y
bioquimicas, las cuales se encontraron mas altas en el grupo de jovenes con
obesidad, a excepcién del colesterol HDL el cual se encontré con niveles séricos
disminuidos. De igual manera los jovenes sin obesidad refirieron realizar actividad
fisica con mayor frecuencia a diferencia de los jévenes con obesidad (datos no

mostrados).

En cuanto a la ingesta nutricional se encontr6 un mayor consumo de calorias y
macronutrientes expresados en gramos/dia (g/d) en el grupo de jovenes con
obesidad, sin embargo no se observaron diferencias cuando fueron expresados en %
de ingesta energética diaria, asi como también en el consumo de colesterol (mg/dia)
(Tabla 1).

14



Tabla 1: Variables clinicas, bioquimicas y nutricionales por grupo de estudio

Variables Total Joévenes sin obesidad Jévenes con obesidad valor
n=200 n=100 n=100 P

Clinicas
Edad 20.9+1.9 20.7+1.9 21.2+1.8 0.05*

Mujeres 116(58) 65(56) 51(44) a
SeX0  iombres 84(42) 35(41.7) 49(58.3) 0.05
Peso (kg) 70.6(47.2-108.1) 56.4(43.4-68.6) 91.4(75.2-113.7) <0.001*
Talla (cm) 162.7+9.1 160.948.9 164.5+9 0.005*
IMC (kg/m?) 27.3(19.4-37.4) 21.5(18.9-24.5) 33(30-40.5) <0.001*
Cintura (cm) 88.3(71-116.9) 78(69.7-87) 106(91.7-123) <0.001*
Cadera (cm) 101(85-123.5) 92(84.2-99.2) 115(103.7-128.5) <0.001*
Masa grasa (g) 23.3(6.4-44.8) 10.2(5.7-18.1) 32.8(24.3-49.5) <0.001*
Porcentaje grasa (%) 28.3(11.3-44.4) 18.5(9.5-29.4) 37.3(26.4-46.4) <0.001*
PA Sistélica (mmHg) 109.8+12.8 102.8+9.8 116.9+11.4 <0.001*
PA Diastélica (mmHg) 69(56-86) 66(54-77) 73(62-91) <0.001*
Bioquimicas
Glucosa (mg/dL) 83(68.5-104) 80(68-97.5) 85.5(70-105.5) <0.001*
Colesterol total (mg/dL) 159.5(110-227) 149.5(106.5-217.5) 167.5(114-229.5) 0.002*
Colesterol LDL (mg/dL) 108(58.5-177.5) 95.5(54.5-155.5) 114(63-196) <0.001*
Triglicéridos (mg/dL) 96(48-214) 78(45.5-183.5) 121(52-302.5) <0.001*
Colesterol HDL (mg/dL) 44(30-74) 47(29.5-74.5) 42.5(30-63) 0.005"
Nutricionales
Calorias (kcal/d) 2424.5(1608-4295.5) 2184.5(1464-3210.5) 2659.5(1963.5-4674.5) <0.001*
Carbohidratos (g/d) 318(205.5-581.5) 298.5(191-438) 350.5(217.5-693) <0.001*
Proteinas (g/d) 103(61.5-170) 94.5(60.5-139.5) 117.6(65-193.5) <0.001*
Lipidos (g/d) 79(44.5-141.5) 69.5(40.5-106) 88.5(56-157.5) <0.001*
AGS (g/d) 11(4.5-23) 9.5(3-17) 13(6.5-29.5) <0.001*
AGMS (g/d) 17(6.5-38.5) 15(4-25.5) 20.5(10-41.5) <0.001*
AGPS (g/d) 9(3.5-19) 7(2.5-16.5) 11(4.5-21) <0.001*
Colesterol (mg/d) 263.5(47.5-546) 263.4(41-536.5) 264(90.5-559) 0.69"

*Datos proporcionados como media + DE. Prueba de t de Student. @ Datos proporcionados en n'y porcentajes. Prueba de X
* Datos proporcionados en medianas (p5-p95). Prueba de Mann Whitney. IMC: Indice de Masa Corporal. PA: Presion Arterial.
AGS: Acidos grasos saturados. AGMS: Acidos grasos monosaturados. AGPS: Acidos grasos poliinsaturados.

Asociacion de

bioguimicas.

la

ingesta nutricional

con medidas antropométricas y

En el andlisis de correlacion entre las medidas antropométricas y la ingesta
nutricional diaria se encontré que el peso fue significativamente correlacionado con la
ingesta total de calorias (r=0.55, p<0.001), carbohidratos (r=0.45, p<0.001), proteinas
(r=0.46, p<0.001), lipidos (r=0.48, p<0.001), acidos grasos monosaturados (r=0.47,
p<0.001) y &cidos grasos poliinsaturados (r=0.45, p<0.001). De igual manera la
circunferencia de cintura se correlacioné significativamente con la ingesta de calorias
(r=0.52, p<0.001) y de lipidos totales (r=0.47, p<0.001), sin embargo no se observo
correlacion con la ingesta de colesterol en la dieta diaria. En cuanto a los parametros

bioquimicos, se encontré una baja correlacion positiva entre la ingesta de calorias y
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los niveles de triglicéridos (r=0.28, p<0.001) y con la ingesta de carbohidratos
(r=0.29, p<0.001) (Tabla 2).

Frecuencia de polimorfismos y alelos de acuerdo a los grupos de estudio.

Todos los polimorfismos analizados en este estudio, se encontraron en equilibrio de
Hardy Weinberg en el grupo control (x°=0.01, p=0.91 para el polimorfismo 668 A/G;
X°=2.6, p=0.10 para el polimorfismo 1968 G/C; x*=0.27, p=0.60 para el polimorfismo
-1131 T/C; x?=0.67, p=0.41 para el polimorfismo 56 C/G y x°=1.35, p=0.24 para el
polimorfismo -265 T/C), en cuanto al polimorfismo -1730 G/T se encontré en un
100% al genotipo G/G por lo que no se determind el equilibrio génico. No hubo
diferencias significativas en cuanto a la distribucion de genotipos y alelos por grupo
de estudio (Tabla 3).
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Tabla 2: Correlacion de macronutrientes con variables antropométricas y bioquimicas

Calorias Carbohidratos Proteinas Lipidos Ac. grasos moﬁzggzsroa?jos pol?ifwsg;;ftjsrc;jos Colesterol
Variables (kcal) (g/d) (g/d) totales (g/d) saturados (g/d) (mg/d)
(9/d) (9/d)
r (valor p)*

Antropométricas
Peso (kg) 0.55 (<0.001) 0.45 (<0.001) 0.46 (<0.001) 0.48 (<0.001) 0.44 (<0.001) 0.47 (<0.001) 0.45 (<0.001) 0.12 (0.08)
Talla (cm) 0.42 (<0.001) 0.34 (<0.001) 0.38 (<0.001) 0.34 (<0.001) 0.28 (<0.001) 0.32 (<0.001) 0.23 (<0.001) 0.12 (0.09)
IMC (kg/m?) 0.43 (<0.001) 0.34 (<0.001)  0.34(<0.001) 0.39 (<0.001)  0.37 (<0.001) 0.39 (<0.001) 0.40 (<0.001) 0.104 (0.14)
Masa grasa (g) 0.35 (<0.001) 0.29 (<0.001) 0.26 (<0.001) 0.32 (<0.001) 0.32 (<0.001) 0.35 (<0.001) 0.31 (<0.001) 0.016 (0.82)
Cintura (cm) 0.52 (<0.001) 0.43 (<0.001) 0.39 (<0.001) 0.47 (<0.001) 0.41 (<0.001) 0.44 (<0.001) 0.44 (<0.001) 0.05 (0.47)
Cadera (cm) 0.42 (<0.001) 0.34 (<0.001) 0.32 (<0.001) 0.35(<0.001) 0.35 (<0.001) 0.35 (<0.001) 0.32 (<0.001) 0.02 (0.79)
indice c-c 0.42 (<0.001) 0.35 (<0.001) 0.29 (<0.001) 0.39 (<0.001) 0.30 (<0.001) 0.37 (<0.001) 0.43 (<0.001) 0.06 (0.38)
Bioquimicas
Glucosa 0.09 (0.18) 0.06 (0.39) 0.098 (0.17) 0.05 (0.48) 0.07 (0.28) 0.08 (0.26) -0.007 (0.92) -0.11 (0.12)
Colesterol 0.08 (0.25) 0.06 (0.41) 0.02 (0.75) 0.08 (0.23) 0.11 (0.13) 0.15 (0.04) 0.09 (0.17) 0.12 (0.07)
Triglicéridos 0.28 (<0.001) 0.29 (<0.001) 0.16 (0.02) 0.16 (0.02) 0.13 (0.06) 0.16 (0.02) 0.17 (0.013) 0.06 (0.38)
Col-HDL -0.14 (0.05) -0.08 (0.24) -0.13 (0.07) -0.13 (0.06) -0.07 (0.29) -0.001 (0.98) -0.11 (0.12) -0.03 (0.63)
Col-LDL 0.17 (0.017) 0.20 (0.004) 0.10 (0.16) 0.09 (0.16) 0.12 (0.09) 0.13 (0.07) 0.15 (0.03) 0.008 (0.91)

* Prueba de correlacién de Spearman. indice c-c: indice cintura-cadera
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Tabla 3: Frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos estudiados.

. . Genotipo Casos Controles Valor
Gen/polimorfismo n (%) n=100 n=100 0
LEPR
668 A/G
AIA 63 (31.5) 33(33) 30 (30)
AIG 96 (48) 46 (46) 50 (50) 0.842
G/G 41 (20.5) 21 (21) 20 (20)
ALELOS
A 222 (0.56) 112 (0.56) 110 (0.55) 0.842
G 178 (0.44) 88 (0.44) 90 (0.45)
1968 G/C
G/G 137 (68.5) 65 (65) 72 (72)
G/C 59 (29.5) 31 (31) 28 (28) 0.10*
CiC 4(2) 4 (4) 0 (0)
ALELOS
G 333 (0.83) 161 (0.80) 172 (0.86) 0.142
C 67 (0.17) 39 (0.20) 28 (0.14)
APOA5
-1131 T/C
TIT 139 (69.5) 70 (70) 69 (69)
TIC 59 (29.5) 30 (30) 29 (29) 0.60*
C/iC 2(1) 0 (0) 2(2)
ALELOS
T 337 (0.84) 170 (0.85) 167 (0.84) 0.682
C 63 (0.16) 30 (0.15) 33 (0.16)
56 C/G
CiC 11 (5.5) 4 (4) 7(7)
CIG 72 (36) 39 (39) 33 (33) 0.53*
G/G 117 (58.5) 57 (57) 60 (60)
ALELOS
C 94 (0.24) 47 (0.24) 47 (0.24) 1.02
G 306 (0.76) 153 (0.76) 153 (0.76)
APOA2
-265 T/C
TIT 143 (71.5) 74 (74) 69 (69) 0.56*
TIC 54 (27) 24 (24) 30 (30)
C/iC 3(1.5) 2(2) 1(2)
ALELOS
T 340 (0.85) 172 (0.86) 168 (0.84) 0.572
C 60 (0.15) 28 (0.14) 32 (0.16)
-1730 G/T
G/G 200(100) 100 100
GIT - - - -
TIT - - -
ALELOS
G 400 (1.0) 200 (1.0) 200 (1.0) -
T - - -

Los genotipos analizados en la poblacién se encuentran en Equilibrio de Hardy Weinberg. * Prueba exacta de Fisher.
a Prueba x°.



Caracteristicas clinicas bioquimicas y nutricionales de acuerdo a los
polimorfismos estudiados.

Al analizar por genotipos las caracteristicas clinicas, bioquimicas y nutricionales para
el polimorfismo -1131 T/C en el gen de APOA5 en todos los jovenes estudiados, se
encontré que los portadores de los genotipos T/C+C/C tienen niveles disminuidos de
colesterol HDL (p=0.02) y una mayor ingesta de acidos grasos poliinsaturados (p=

0.037) en comparacién con los portadores del genotipo T/T.

Para el polimorfismo -265 T/C en el gen de APOA2, se encontré que los jovenes
portadores del genotipo T/T tienen un mayor consumo de acidos grasos
poliinsaturados (p=0.02) a diferencia de los portadores de los genotipos T/C+C/C.

De igual manera se encontré que para el polimorfismo 668 A/G en el gen LEPR, los
joévenes portadores de los genotipos A/G+G/G tienen un incremento en los niveles
séricos de colesterol LDL (p=0.02) a diferencia de los portadores del genotipo A/A
(Tabla 4).

Se realizé el mismo andlisis para los polimorfismos 56 C/G en el gen de APOA5 y
1968 G/C en el gen LEPR, sin embargo, no se encontraron diferencias de las

variables analizadas comparadas de acuerdo al genotipo (datos no mostrados).

19



Tabla 4: Variables clinicas, bioquimicas y nutricionales de acuerdo a los polimorfismos en los genes APOAS5, APOA2 y LEPR.

Polimorfismo -1131 T/C en el gen

Polimorfismo -265 T/C en el gen

Polimorfismo 668 A/G en el gen

Variables APOA5 Valor APOA?2 Valor LEPR Valor
TIT T/C+C/C p TIT T/C+C/C p AlA AIG+G/G p
n=139 (69.5)2 n=61 (30.5)? n= 143(71.5)2 n=57(28.5)2 n=63(31.5)2 n=137(68.5)2

Clinicas
Edad 21(18-25) 20(18-24) 0.47* 21(18-24) 21(18-24) 0.98 21(18-24) 21(18-24) 0.72%
Peso (kg) 74.3(46-108.7) 69.5(48.2-106.5) 0.76" 74.3(47.7-105.8) 68.2(47.1-109.2) 0.80* 75.7(47.1-109) 69.5(47.4-107.6) 0.94*
IMC (kg/m?) 30(19.1-37) 24.4(20-40.4) 0.72* 30(19.6-37) 24.1(19.1-40.5)  0.62°  30.7(19.5-36.8) 24.7(19.1-37.5)  0.92°
Cintura (cm) 89(70.5-117.8) 87(73-115) 0.85* 91.5(72-115.5) 86(67-120.5) 0.29* 90(72-115) 88.2(70.5-122) 0.88"
PA Sistélica (mmHg) 109.3+12.7 111.1+12.9 0.35* 110(90-133) 109(89-133) 0.47* 108.4+11.4 110.5+13.4 0.28*
PA Diastélica (mmHg) 69(56-86) 69(55-86) 0.89" 69(56-85) 70(57-91) 0.99* 69.1+8.8 70.249.7 0.45*
Bioquimicas
Glucosa (mg/dL) 84(70-104) 82(66-102) 0.34* 83(69-104) 83(68-104) 0.54* 84(71-98) 83(68-104) 0.70*
Colesterol total (mg/dL) 160(110-232) 150(106-209) 0.14* 160(110-220) 157(109-249) 0.67 153(111-195) 162(110-234) 0.07*
Colesterol LDL (mg/dL) 109(56-190) 106(62-152) 0.57* 110(53-175) 106(68-203) 0.99* 103(51-150) 111(62-194) 0.02*
Triglicéridos (mg/dL) 94(48-208) 104(48-227) 0.32* 94(48-227) 98(47-198) 0.32* 93(49-188) 100(48-221) 0.19%
Colesterol HDL (mg/dL) 45(31-75) 41(28-57) 0.02* 44(30-74) 45(30-72) 0.95 43(27-68) 45(31-74) 0.50
Nutricionales
Calorias (kcal/d) 2440(1590-4474) 2411(1748-3728) 0.79* 2427(1713-4273) 2411(1590-4789) 0.86* 2452(1756-3766) 2418(1406-4537) 0.72*
Carbohidratos (g/d) 318(197-607) 318(214-457.6) 0.87* 318(207-567) 320(204-596) 0.74* 318(233-525) 318(197-634) 0.89"
Protefnas (g/d) 105(61-192) 100(67-156.9) 0.56" 101(62-162) 107(60-194) 0.63 108(74.7-160) 101(58-182) 0.46"
Lipidos (g/d) 81(41-150) 77(45-127) 0.58 78(47-142) 84(41-141) 0.98" 80(53-126) 79(41-145) 0.69
AGS (g/d) 11(4-26) 11(5-18) 0.45 11(5-22) 10(4-26) 0.27* 11(6-19) 11(4-26) 0.97*
AGMS (g/d) 17(7-40) 16(6-28) 0.18* 17(7-39) 16(5-31) 0.23* 17(8-33) 17(5-40) 0.86"
AGPS (g/d) 8(3-20) 10(4-18) 0.037* 9(4-20) 8(3-17) 0.02* 9(4-17) 9(3-20) 0.61°
Colesterol (mg/d) 258(48-535) 273(30-617) 0.91* 275(70-547) 245(30-538) 0.26" 261(66-500) 267(46-553) 0.56*

*Datos proporcionados como media + DE. Prueba de t de Student. 2 Datos proporcionados en n'y porcentajes. * Datos proporcionados en medianas (p5-p95). Prueba de Mann Whitney.
IMC: Indice de Masa Corporal. PA: Presion Arterial. AGS: Acidos grasos saturados. AGMS: Acidos grasos monosaturados. AGPS: Acidos grasos poliinsaturados.
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Interaccién de la dieta rica en grasas con los polimorfismos y la presencia de
obesidad y/o dislipidemias.

Antes de realizar el andlisis de interaccién entre los genotipos de los polimorfismos
con la ingesta de grasas saturadas y lipidos, se realizo por separado el analisis de
asociacion entre los genotipos de los polimorfismos, asi como también el analisis
de la ingesta de acidos grasos saturados (=12 g/d) y lipidos (=83 g/d) con la
presencia de obesidad y/o dislipidemias y se encontré6 que los jovenes que
consumen acidos grasos saturados =12 g/d tienen 4.4 veces mas riesgo de ser
obesos, que los que tienen una ingesta menor (OR=4.4, IC 95% 2.0-9.3; p<0.001).
Esta asociacion también se observo cuando habia un consumo de lipidos 283 g/d
los cuales tienen 3.8 veces mas riesgo de tener obesidad, que aquellos jovenes
gue tienen una menor ingesta (OR=3.8, IC 95% 1.8-7.9; p<0.001).

De igual manera se encontré que para el polimorfismo 668 A/G en el gen LEPR,
aguellos portadores de los genotipos A/G+G/G tienen 9.9 veces mas riesgo de
tener niveles de colesterol 2200 mg/dL (OR=9.9, IC 95% 1.7-59.4; p=0.002), a
diferencia de los portadores del genotipo A/A. Ademas se encontré6 que los
portadores del alelo G tienen 2.1 veces mayor riesgo de tener niveles de colesterol
total 2200 mg/dL (OR=2.1, IC 95% 1.15-3.8; p=0.008), que los portadores del alelo

A (datos no mostrados).

Al realizar el andlisis de interaccion entre los genotipos de los polimorfismos
estudiados con la ingesta de acidos grasos saturados o lipidos totales y la
presencia de obesidad y/o dislipidemias, se encontr6 que los portadores del
genotipo G/G del polimorfismo 56 C/G en el gen de APOAS5 y un consumo 212 g/d
de acidos grasos saturados, tienen 3.5 veces mas riesgo de presentar obesidad
gue aquellos que tienen un menor consumo (OR=3.5, IC 95% 1.6-7.6; p=0.0007).
De igual manera se encontré que los jovenes con el mismo genotipo y con un
consumo =83 g/d de lipidos tienen 2.7 veces mas riesgo de presentar obesidad
gue aquellos con una ingesta baja (OR=2.7, IC 95% 1.3-5.7; p=0.008).
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Para el caso del polimorfismo 1968 G/C en el gen LEPR se encontré que aquellos
jovenes portadores de los genotipos G/C+C/C y con una ingesta mayor de lipidos,
tienen 0.3 veces menor riesgo de presentar niveles séricos disminuidos de HDL,

gue aquellos con un consumo mayor (OR=0.3, IC 95% 0.1-0.9; p=0.02).

Similarmente, se encontr6 que los portadores de los genotipos A/G+G/G del
polimorfismo 668 A/G en el gen LEPR con una ingesta 212 g/d de acidos grasos
saturados, tienen 3.7 veces mas riesgo de presentar obesidad, que aquellos con
una ingesta menor (OR=3.7, IC 95% 1.6-8.6; p=0.001); de igual manera se
encontré que tienen 3.8 veces mayor riesgo de presentar niveles de colesterol
sérico 2200 mg/dL (OR=3.8, IC 95% 1.5-9.8; p=0.003) y 2.7 veces mas riesgo de
tener niveles de triglicéridos 2150 mg/dL (OR=2.7, IC 95% 1.0-6.9; p=0.03), a
diferencia de aquellos que tenian un menor consumo de acidos grasos saturados.
En los portadores de los mismos genotipos y que tuvieron un consumo de lipidos
283 g/d, se encontré que tienen 3.4 veces mas riesgo de ser obesos (OR=3.4, IC
95% 1.4-8.2; p= 0.003) y 4.1 veces mas riesgo de tener niveles de colesterol total
2200 mg/dL (OR=4.1, IC 95% 1.6-10.8; p=0.002), que aquellos que tienen una

menor ingesta de lipidos.
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Tabla 4: Interaccidn de los polimorfismos estudiados con la ingesta de grasas saturadas (212 g/d)
y lipidos (283 g/d)

Variables

Obesidad
(IMC 2 30 Kg/m?)

Colesterol
2200 mg/dL

Triglicéridos
2150 mg/dL

LDL
> 100 mg/dL

HDL
<40 mg/dL

OR(IC 95%); valor p*

AGS. 212 g/d
Lipidos =83 g/d

4.4(2.0-9.3); <0.001
3.8(1.8-7.9); <0.001

1.9(0.8-4.6); 0.16
1.9(0.8-4.8); 0.14

1.4(0.6-3.3); 0.5
1.1(0.5-2.7); 0.7

1.4(0.7-2.6); 0.3
1.3(0.7-2.4); 0.4

0.8(0.4-1.5); 0.5
0.7(0.3-1.4); 0.3

Gen APOAS

Polimorfismo -1131 T/C

Genotipo T/C+C/C
Interaccion T/C+C/C - AGS (= 12 g/d)
Interaccidon T/C+C/C - Lipidos (= 83 g/d)

0.9(0.4-1.7); 0.7
1.2(0.5-3.3); 0.7
0.9(0.4-2.5); 0.9

0.7(0.3-1.7); 05
0.6(0.1-2.6); 0.5
0.7(0.1-2.8); 0.6

0.8(0.3-1.9); 0.6
1.2(0.4-3.8); 0.7
1.1(0.3-3.8); 0.9

0.9(0.5-1.7); 0.7
1.1(0.4-2.7); 0.9
1.2(0.4-3.4); 0.8

1.7(0.9-3.4); 0.09
2.1(0.8-5.7); 0.15
1.5(0.5-4.2); 0.45

Polimorfismo 56 C/G

Genotipo G/G )
Interacciéon G/G - AGS (= 12 g/d)
Interaccién G/G - Lipidos (= 83 g/d)

1.2(0.6-2.3); 0.6
3.5(1.6-7.6); 0.0007
2.7(1.3-5.7); 0.008

0.8(0.3-1.9); 0.6
1.0(0.4-2.6); 1.0
1.2(0.4-3.1); 0.8

0.5(0.3-1.1); 0.1
1.1(0.4-2.9); 0.8
1.2(0.5-3.0); 0.6

0.8(0.5-1.4); 0.4
0.9(0.47-1.6); 0.6
0.8(0.4-1.6); 0.5

0.9(0.5-1.5); 0.6
0.7(0.4-1.6): 0.4
0.8(0.4-1.6):0.5

Gen LEPR

Polimorfismo 1968 G/C

Genotipo G/C+C/C ]
Interaccion G/C+C/C — AGS (= 12 g/d)
Interaccion G/C+C/C — Lipidos (= 83 g/d)

1.2(0.6-2.5); 0.5
2.1(0.9-5.3); 0.09
2.3(0.9-6.1); 0.07

0.6(0.2-1.7); 0.3
0.6(0.2-2.2); 0.4
1.2(0.3-3.9); 0.8

0.7(0.3-1.9); 0.5
0.8(0.2-2.8): 0.8
0.6(0.2-2.4);: 0.5

0.7(0.4-1.5); 0.4
1.3(0.6-2.9); 0.3
1.7(0.7-4.4); 0.2

0.8(0.4-1.6); 0.5
0.5(0.2-1.2); 0.1
0.3(0.1-0.9); 0.02

Polimorfismo 668 A/G

Genotipo A/G+G/G i
Interaccion A/IG+G/G — AGS (= 12 g/d)
Interaccidon A/G+G/G — Lipidos (= 83 g/d)

1.0(0.5-2.1); 1.0
3.7(1.6-8.6); 0.001
3.4(1.4-8.2); 0.003

9.9(1.7-59.4); 0.002
3.8(1.5-9.8); 0.003
4.1(1.6-10.8); 0.002

1.4(0.6-3.3); 0.4
2.7(1.0-6.9); 0.03
2.0(0.8-5.3); 0.14

1.1(0.6-2.1); 0.7
1.9(0.9-4.1); 0.08
1.5(0.7-3.2); 0.3

0.7(0.3-1.3); 0.2
0.9(0.4-1.9); 0.7
1.0(0.4-2.1); 0.9

Gen APOA2

Polimorfismo -265 T/C

Genotipo T/C+C/C )
Interaccidon T/C+C/C — AGS (= 12 g/d)
Interacciéon T/C+C/C — Lipidos (= 83 g/d)

0.7(0.4-1.4); 0.3
2.4(0.9-6.3); 0.1
1.5(0.6-3.6); 0.3

0.8(0.3-2.1); 0.6
0.9(0.2-3.7); 0.9
0.6(0.1-2.7); 0.5

0.5(0.2-1.1); 0.1
0.4(0.1-1.6): 0.2
0.3(0.08-1.1); 0.06

0.8(0.4-1.5); 0.6
1.5(0.6-3.9); 0.4
0.7(0.3-1.7); 0.4

0.9(0.4-1.9); 0.8
1.3(0.5-3.6); 0.6
1.2(0.4-3.4); 0.7

* OR ajustado por edad, género y actividad fisica. OR: Odds Ratio, IC: Intervalo de Confianza. AGS: Acidos Grasos Saturados. La categoria
de referencia es el genotipo con mayor y/o menor frecuencia con una ingesta baja en lipidos y/o AGS.
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DISCUSION

La obesidad es una enfermedad cronica compleja en la que estan implicados
muchos factores de riesgo, los cuales se clasifican como ambientales y
genéticos, debido a esto, la estrategia fundamental para el estudio del
desarrollo de la obesidad requiere tanto del estudio de estos factores, asi como
Su interaccion. La obesidad se caracteriza por un desequilibrio energético,
entre las calorias consumidas y gastadas, ademas se sabe que esta asociada
a factores de riesgo cardiovascular tales como las dislipidemias (Arellano et al.,
2004). En el presente trabajo se encontraron diferencias significativas en
cuanto a las caracteristicas clinicas, bioquimicas y nutricionales entre los
jovenes que presentaron peso normal y obesidad, encontrando que hay una
mayor ingesta diaria de energia caldrica total y de macronutrientes en el grupo
de jovenes con obesidad, lo cual explica el desarrollo y la persistencia del
exceso de peso en este grupo de estudio. Ademas, se encontré que presentan
niveles bajos de colesterol HDL en comparacion de los jovenes con peso
normal, el cual se sabe que esta asociado con la obesidad y se considera un

factor de riesgo cardiovascular (Peloso et al., 2010).

En el analisis de correlacion entre la ingesta nutricional diaria y las medidas
bioguimicas se encontré una correlacion positiva entre la ingesta de calorias y
los niveles de triglicéridos, al igual que con la ingesta de carbohidratos. En
cuanto a las medidas antropométricas se encontrd una correlacion positiva con
la ingesta de los macronutrientes, se ha reportado que los nutrientes también
regulan la ingesta de alimentos a corto plazo dependiendo de la composicion
del alimento, por lo que pueden afectar la intensidad y duracién de la sensacion
de saciedad (Palou et al., 2004). El control de la ingesta de alimentos y la
regulacion del almacenamiento de grasas puede ser considerado como un
sistema de retroalimentacion con sistemas aferentes y eferentes
proporcionando informacién y generando instrucciones del sistema nervioso
central. Los factores aferentes que modulan la ingesta de alimentos puede ser
dividido en tres grupos; 1) sefales que originan del sistema sensorial;, 2)
mensajes aferentes originados del tracto gastrointestinal y 3) sefiales post-
ingesta derivados de sus metabolitos 0 su metabolismo. Estos mensajes

originados en la periferia son transmitidos por el sistema nervioso central, el
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cual monitorea las sefales internas, por lo tanto, el efecto de los péptidos en
nutrientes especificos sugiere que los péptidos podrian funcionar en parte por
la modulacion de mecanismos béasicos de la alimentacion para inducir a la
selecciéon de un nutriente en concreto de la dieta (Bray, 1992). Se ha observado
que las proteinas (Blundell, 2006; Niijima y Meguid, 1995; Rogers y Blundell,
1994) y los carbohidratos tienen un mayor efecto de saciedad, a diferencia de
las grasas, debido a la secrecion de colecistocinina o por la accion directa de
ciertos aminoacidos en el SNC en el caso de las proteinas, o por la secrecion
de péptidos saciantes como la amilina en el caso de los carbohidratos.
Ademas, se ha encontrado que segun el tipo de acidos grasos se pueden
encontrar diferencias en la saciedad, siendo los de cadena corta y las grasas
poliinsaturadas los que tiene mayor efecto (Lawton et al., 2000).

En cuanto a la distribucién de las frecuencias genotipicas y alélicas para el
polimorfismo 668 A/G en el gen LEPR, se encontré el 30% para el genotipo
A/A, 50% para el genotipo A/G y 20% para el genotipo G/G, siendo el alelo A
(55%) el de mayor frecuencia. Este resultado no concuerda con un estudio
realizado por Jiménez y cols en el 2004, en poblacién infantil de Monterrey N.L.
México, quienes encontraron una frecuencia del 37.04% para el G/G, 48.15%
para el G/A 'y 14.81% para el A/A, siendo el alelo G el mas frecuente (58.5%),
como se sabe la poblacion mexicana es una mezcla de ancestria amerindia y
europea con una pequefia proporcién de ancestria africana, sin embargo la
distribucion puede variar incluso en cada region, lo cual ademas interfiere en
las frecuencias encontradas en diferentes poblaciones (Silva et al., 2007).

De igual manera para el polimorfismo 1968 G/C en el gen LEPR las frecuencias
observadas en este estudio son similares a las encontradas en un estudio
realizado en poblacion infantil del estado de Guerrero (Marino-Ortega, 2011).
Estos resultados difieren de un estudio realizado en poblacion brasilefia en el
cual se encontro al genotipo G/G (48.9%) como el mas frecuente y el alelo C en
un 23.5% (Oliveira et al., 2013).

En el caso de las frecuencias genotipicas y alélicas para el polimorfismo -1730
G/T, en nuestro estudio se encontrd al alelo G como el més frecuente (100%),
en un estudio realizado en poblacion estadounidense se reporté una frecuencia

del 34% para el mismo alelo (Peloso et al.,, 2010), debido a que este
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polimorfismo ha sido poco estudiado no se conocen las frecuencias en otras

poblaciones.

En cuanto al andlisis comparativo de los grupos formados en base a los
genotipos, en el presente estudio se encontré que los jovenes portadores de
los genotipos A/G+G/G del polimorfismo 668 A/G en el gen LEPR, solo
presentaron un aumento en los niveles séricos de LDL, ademas se encontro
que los portadores del alelo G tienen un mayor riesgo de tener niveles de
colesterol 2200 mg/dL, sin embargo en un estudio realizado en adolescentes
con y sin obesidad del estado de Guanajuato se encontré asociacion del alelo
G con el porcentaje de grasa corporal (Guizar-Mendoza y Lépez-Cardona,
2005), esto concuerda con un estudio realizado en Grecia en estudiantes de 16
a 19 afios de edad en el cual se encontrd que los portadores del alelo G en su
forma homocigota tenian un mayor IMC y porcentaje de masa grasa a
diferencia de los portadores del alelo A (Yiannakouris et al., 2001). Se ha
reportado que el cambio de A por G en el gen del receptor de leptina, el cual
esta situado en el exdn 6 que codifica para la region extracelular del gen en la
posicion nucleotidica 668, confiere un cambio de aminoacido en el codén 223
(Q223R), cambiando la carga del aminoacido de neutra (Glutamina) a positiva
(Arginina) afectando la unién del receptor con su ligando (Yiannakouris et al.,
2001), sin embargo es necesario mencionar que este no es el (nico
polimorfismo en esta region del gen, por lo cual, puede actuar en combinacion
con otros polimorfismos y factores no genéticos como el ejercicio, entre otros,
contribuyendo a lo que se conoce como resistencia a la leptina, favoreciendo

de esta manera el fenotipo de obesidad.

Por otro lado, se ha observado que el receptor estimulador de la lipolisis (LSR)
esta activamente implicado en la regulacion de la lipemia postprandial y en
base a los resultados encontrados por Stenger y cols. se propone que la
presencia de leptina es importante para mantener niveles oOptimos de la
proteina LSR para asegurar la eficiencia del metabolismo de lipidos durante la
fase postprandial, lo cual puede ser complementario a su accion como factor de
saciedad. Sin embargo si la sefializacion de leptina en el higado es defectuosa,
esto puede inducir niveles suboptimos de la expresion de la proteina LSR, la

cual puede contribuir a lipemia postprandial elevada. Esto promueve un
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aumento de lipemia en la periferia, principalmente en tejido adiposo. Se
propone que la leptina modula el incremento de LSR lo cual proporciona un
medio para aumentar la remocion de lipidos durante la fase postprandial y de
esta manera contribuir a la dinamica de la distribucion de lipidos y su utilizacion

en diferentes tejidos (Stenger et al., 2010).

En el mismo analisis comparativo por genotipos se encontro que los portadores
del genotipo T/T del polimorfismo -265 T/C en el gen de APOA2 tenian un
mayor consumo de AGPS a diferencia de los portadores de los genotipos
T/C+C/C, lo cual difiere de un estudio realizado en individuos con ancestria
europea, donde encontraron que los portadores del genotipo C/C tienen un
mayor IMC y una mayor ingesta de energia total (Corella et al., 2007), ésta
diferencia puede ser atribuida al tamafio de muestra empleada en el estudio, el
cual comprendié 514 hombres y 564 mujeres, encontrando un mayor nimero

de sujetos portadores del alelo C.

El gen APOA2 es un miembro de la superfamilia de genes de apolipoproteinas,
los cuales incluyen genes que codifican para apolipoproteinas solubles (por
ejemplo APOA1 y APOA4), que comparten su estructura gendmica y varias
funciones, de los cuales solo APOA4 ha sido asociado en la regulacion de la
ingesta de alimentos, actuando como sefial de saciedad, por lo tanto se cree
gue APOAZ2 puede también estar involucrada en la regulacion de la ingesta de

alimentos (Tso et al., 2001).

Al realizar el andlisis de interaccion de los genotipos A/G+G/G del polimorfismo
668 A/G en el gen LEPR con un mayor consumo de acidos grasos saturados
(212 g/d), se observé una asociacidn con obesidad, niveles elevados de
colesterol total (=200 mg/dL) y triglicéridos (=150 mg/dL). Por otro lado se
encontrd, que los portadores de los genotipos G/C+C/C del polimorfismo 1968
G/C en el mismo gen se ha asociado con un menor riesgo de tener niveles
disminuidos de HDL cuando se tiene una mayor ingesta de lipidos (=83 g/d),

sin embargo los mecanismos siguen siendo desconocidos.

Se ha establecido que los niveles de leptina disminuyen en hombres, en
periodos cortos de ayuno o ante restricciones dietéticas, ademas es inhibida

por el consumo de dietas ricas en grasas ya que inducen un descenso de
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insulina (Isidori et al., 2000), por lo cual se podria favorecer la hiperfagia y el
consumo de este tipo de dieta (Alfenas y Mattes, 2003), sin embargo el

mecanismo por el cual la insulina inhiben a la leptina son desconocidos aun.

En este estudio también se encontré una interaccion del polimorfismo 56 C/G
en el gen de APOAS con una ingesta mayor de AGS y lipidos y la presencia de
obesidad, en un estudio realizado en ratones, se realizé la comparacion entre
aguellos que no expresaban el gen de APOAS5 y aquellos que si lo expresaban,
los dos grupos fueron alimentados con una dieta alta en grasas durante 10
horas y se observd que el grupo de ratones que no expresaba el gen fueron
hiperlipidémicos, de igual manera el efecto de la dieta se observé en el mismo
grupo ya que presentaron mayor ganancia de peso y aumento de tejido
adiposo blanco. En el mismo estudio se encontr6 que la APOA5 actia de
manera directa en el sistema nervioso central, en la regulacion de la ingesta de
alimentos y actuando como una sefial de saciedad, se sabe que la presencia
del alelo G del polimorfismo 56 C/G, est4 implicado en la alteracion de la
funcién de la lipoproteina, lo cual sugiere la existencia de una relacion entre la
presencia del polimorfismo con la presencia de la obesidad y dislipidemia

observada en nuestro estudio (Van de Berg et al., 2013).

En cuanto al analisis de interaccidn de la dieta alta en grasas con la presencia
de los polimorfismos -265 T/C y -1131 T/C en los genes APOA2 y APOAS5 y la
presencia de obesidad o dislipidemias, se obtuvo el valor de la media de grasas
saturadas y de lipidos totales principalmente (=12 g/d y =83 g/d
respectivamente), asi como también la realizacion del modelo dominante de
ambos polimorfismos (T/C+C/C) debido a la baja frecuencia del genotipo de
riesgo (1.5% para el polimorfismo -265 T/C y 1% para el polimorfismo -1131
T/C), al realizar el andlisis de interaccibn no encontramos resultados
estadisticamente significativos. Sin embargo, en poblacion mediterranea,
asiatica y americana, se ha reportado la interaccién del genotipo C/C del
polimorfismo -265 T/C en el gen APOA2 con la ingesta de acidos grasos
saturados y la presencia de mayor IMC, este efecto solo fue observado cuando
el consumo de &cidos grasos saturados fue mayor de 22 g/d, debido a que los
portadores del mismo genotipo pero con una ingesta menor de 22 g/d, no

presentaron aumento en el IMC (Corella et al., 2009; Corella et al., 2011). Se
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ha reportado en estudios realizados en ratones que la presencia del alelo C
esta implicado en la disminucion de los niveles de la APOA2, debido a su
ubicacién en el elemento D, el cual es un sitio de union de factores de
transcripcion (van 't Hooft et al., 2001), sin embargo el alelo de riesgo en
nuestra poblacion fue muy poco frecuente (1%), por lo tanto no realizamos el
modelo de interaccién con efecto recesivo, a lo cual también se le podria
atribuir la falta de asociacion. Por otro lado, en varios estudios de asociacion se
ha demostrado que el alelo C del polimorfismo -1131 T/C en el gen de APOA5
se relaciona con incremento en los niveles de triglicéridos (Hagparast et al.,
2011), sin embargo, se ha encontrado que en estudios de interaccién gen-dieta
los portadores del alelo C y que tienen una ingesta alta en grasas totales
presentan niveles disminuidos de colesterol y triglicéridos en comparaciéon con
los portadores del alelo T y que presentan el mismo consumo de grasas,
proponiendo de esta manera un efecto protector (Sanchez-Moreno et al., 2011;
Mattei et al., 2009).

En esta poblacion se encontrd una interaccion entre los polimorfismos 668 A/G
en el gen LEPR y 56 C/G en el gen APOA5S y el consumo de &cidos grasos
saturados y lipidos totales, asociados con la obesidad y dislipidemias,
proporcionando evidencia de que los nutrientes pueden interactuar con el
genotipo para modular asociaciones con alteraciones metabolicas especificas,
sin embargo se requiere de estudios de intervencion dietética, los cuales
pueden ser de particular importancia para mejorar el perfil de lipidos y/o la

obesidad y por lo tanto reducir el riesgo de enfermedad cardiovascular.
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CONCLUSIONES

e EI consumo de macronutrientes y de acidos grasos mono Yy
poliinsaturados se relacionaron con el peso corporal, los lipidos totales
con la circunferencia de cintura y la ingesta de carbohidratos con los
niveles de triglicéridos. La obesidad se encontré asociada con el
consumo de lipidos y particularmente de &cidos grasos saturados.

e Los portadores de los genotipos T/C+C/C del polimorfismo -1131 en el
gen de APOAS5 presentaron un mayor consumo de acidos grasos
poliinsaturados y niveles disminuidos de colesterol HDL.

e Los portadores del genotipo T/T del polimorfismo -265 en el gen de
APOA2 presentaron un mayor consumo de acidos grasos
poliinsaturados.

e Los portadores de los genotipos A/G+G/G del polimorfismo 668 en el
gen LEPR tuvieron un aumento en los niveles de colesterol LDL,
ademas se encontr6 que los portadores de estos genotipos y que
consumen una mayor cantidad de &cidos grasos saturados, tienen
mayor riesgo de desarrollar obesidad, hipercolesterolemia e
hipertrigliceridemia.

e Los jovenes que consumen mayor cantidad de lipidos, particularmente
de acidos grasos saturados y son portadores del genotipo G/G del
polimorfismo 56 en el gen APOAS5, tienen mayor riesgo de presentar

obesidad.
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