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RESUMEN

En la mayoria de las situaciones el sobrepeso/obesidad tiene un caracter poligénico,
con multiples genes implicados, con interacciones entre ellos y con el ambiente, sin
gue hasta la fecha se haya podido cuantificar la contribucion real de cada uno de esos
factores. Existen, sin embargo, grupos de genes que parecen ser determinantes en
relacion a la predisposicién a los estados de sobrepeso.

Entre los multiples genes determinantes en la obesidad destacan aquellos implicados
en los mecanismos de sefalizacion grasa o lipostato como la leptina, hormona
sintetizada por el gen Ob. Mutaciones en el gen Ob o en el gen para el receptor de la
leptina (LEPR) se han asociado a formas genéticas de obesidad. Asimismo, variantes
polimoérficas comunes de estos genes se han asociado con una mayor predisposicion
a sobrepeso u obesidad en la poblacion general. Entre las variantes mas comunes
destacamos el polimofismo GIn223Arg de LEPR, al cual se atribuye un papel relevante
en la prevalencia de obesidad en determinadas poblaciones y en el que se centrara
este estudio.

Este trabajo tiene como objeto analizar el impacto de la presencia del polimorfismo
GIn223Arg sobre la predisposicién al sobrepeso en hombres y mujeres sanos, asi
como su influencia en el numero de veces, duracién y motivos de las dietas que han
realizado a o largo de su vida los portadores hombres o mujeres de cada una de las

variantes genéticas.

Nuestra investigacién se ha realizado a patir de datos correspondientes al Proyecto
PRONAF (Programas de Nutricibn y Actividad Fisica para el tratamiento de la
obesidad) realizado durante el pasado afio 2010. Se trata de una poblacién adulta de
18-50 afos, con sobrepeso, sin criterios de obesidad ni otro tipo de patologia,
reclutada a través de los medios de comunicacion, y que fueron sometidos a dieta y
ejercicio fisico supervisado. Para nuestros estudios extraemos algunos de los datos
obtenidos en la encuesta inicial de captacién sobre dietas previas y motivacion a
participar en el estudio, asi como los datos antropométricos que se registraron al inicio
de la intervencion. Analizamos estos datos en funcion del genotipo que presentan para
el polimorfismo GIn223Arg del gen del Receptor de la Leptina.



Los resultados mas relevantes del estudio se pueden resumir de las formas siguientes:

1. La distribucion de los distintos genotipos del polimorfismo es diferente en hombres y
mujeres lo cual implica un diferente papel en el sobrepeso para cada uno de los sexos.
En las mujeres, no existe un equilibrio genético entre los posibles genotipos con un
exceso de heterocigotos (GIn/Arg) y una menor presencia de la forma homocigota
mutada (Arg/Arg). Podria inferirse de este resultado que la presencia de la forma
heterocigota predispondria al sobrepeso en las mujeres, y que la presencia
homocigota o bien se asocia a obesidad o a morbilidad asociada al sobrepeso.

2. En lo varones, la edad media del grupo de portadores del polimorfismo
sensiblemente inferior a la edad de los no portadores. Este hecho implicaria un papel
del polimorfismo en el sobrepeso en edades mas precoces.

3. En relacién con el numero de dietas, las mujeres realizan mas dietas y durante mas
tiempo que los hombres, sin que hayamos encontrado una asociacion con el
polimorfismo estudiado.

4. Como era previsible tratdndose de una poblacién con sobrepeso “sana”, la
motivacién estética (o estética/salud) ha sido la predominante respecto a la opcién de
dieta motivada por salud.
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INTRODUCCION

El conocimiento integral del sobrepeso y de la obesidad es un desafio en el que
actualmente estan trabajando numerosos investigadores. El gran incremento de la
morbilidad y mortalidad de este sector de la poblacién ha originado que sea un tema
de gran interés para la salud. En un principio, este trastorno se vio muy simplificado,
considerandolo un producto del exceso de la ingesta o una falta de actividad fisica. Sin
embargo, actualmente podemos asegurar que es un trastorno multifactorial
dependiente de un complejo fenotipo, influido tanto por factores genéticos como no
genéticos (nutricionales, metabdlicos, moleculares, psicolégicos y sociales) (1,2).

El incremento de la incidencia de la obesidad en los paises desarrollados (Fig.1) ha
generado un enorme esfuerzo por entender los mecanismos que controlan la ingesta
de alimentos con la esperanza de buscar una terapéutica adecuada. La importancia
del fenédmeno radica en su prevalencia, su crecimiento exponencial, la disminucion de

la expectativa de vida, las complicaciones para la salud y su coste sanitario (3,4).
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Fig.1: Distribucion de la obesidad y el sobrepeso en la poblacion adulta de distintos paises.



El sobrepeso y la obesidad tienen una base multigénica compleja, que dificulta las

investigaciones, aunque se estén realizando importantes avances en su conocimiento.

La dificultad del estudio genético de la obesidad radica en que salvo en algunos casos
minoritarios de obesidad monogénica u oligogénica asociada generalmente a cuadros
sindrémicos, en la mayoria de las situaciones, la obesidad posee un caracter
poligénico con multiples genes implicados, con interacciones entre ellos y con el
ambiente. Tampoco se ha podido cuantificar la contribucion genética y ambiental a la
obesidad; asi, existen trabajos que valoran la contribucion genética en un 70%,
mientras que para otros autores, la contribucién genética tan sélo representa un 30%
®).

Entre los principales factores genéticos que interactian en la etiologia del sobrepeso y
obesidad se encuentran los genes implicados en los multiples procesos que
intervienen en el balance energético: la termogénesis, la lipolisis, la adipogénesis, etc.
La identificacion de genes candidatos a participar en los procesos relacionados con la
obesidad y la caracterizacion de variantes polimoérficas de estos genes han permitido
identificar variables genéticas que explican las diferencias individuales en el desarrollo
de la obesidad.

Se define polimorfismo como la variaciéon en la secuencia de nuestro codigo genético
del ADN, y que aparecen en la poblacién con una frecuencia mayor al 1%. Una
mutacion se define como cualquier cambio en la secuencia de nucleétidos o en la
ordenacién del ADN que se detectan al comparar la secuencia de un gen determinado
y que presenta frecuencias inferiores a las descritas para los polimorfismos.

Genes implicados en la regulacién de la ingesta de alimentos

Son muchos los estudios que han permitido avanzar en el conocimiento de los genes

implicados en la regulacion de la ingesta.

La ingesta alimentaria y el apetito se encuentran regulados por diferentes
mecanismos, entre los que participan la Leptina, el Receptor de Leptina, el
Neuropéptido Y, la Hormona Concentradora de melanina (MHC), Ila
Propiomelanocortina (POMC) y el Receptor de la Melanocortina 4 (MC4R) como
agentes moduladores (s).

Dentro de este control cabe destacar por su importancia como agente regulador a la
leptina y su receptor.



Leptina

La leptina es una hormona peptidica descubierta en 1994 y desde su descubrimiento
ha sido considerada importante en el desarrollo de la obesidad, dado su efecto
anorexigénico. Ademas esta implicada en diversos procesos fisiol6gicos, como el
control de la ingesta alimentaria, en el gasto energético, control del apetito, del peso
corporal y del metabolismo de grasas y glucidos (3,7,8,9).

La leptina para su funcionamiento cuenta con numerosos receptores especificos a
nivel central (hipotadlamo) y periféricamente en el masculo esquelético, el pulmén y los
rinones. Esta hormona es secretada a la sangre por diferentes estructuras y 6rganos,
entre los que cabe destacar el tejido adiposo blanco y, en menor medida, por la
placenta, el estbmago, etc.

La capacidad de secrecién de leptina dentro del tejido adiposo, no se lleva a cabo de
forma igualitaria en todos los tejidos, resultando mayor a nivel del tejido adiposo
subcutaneo, retroperitoneal, etc. Ademas a medida que aumentan los depésitos de
grasa, las concentraciones de leptina se elevardn en tanta proporcién como la
cantidad de grasa lo haga. Por ello, sus concentraciones suelen ser mayores en el
sexo femenino que en el sexo masculino, ya que las mujeres poseen mayor masa
grasa, especialmente a nivel subcutaneo, siendo el tejido adiposo subcutaneo el
principal productor de leptina (3,7).

La leptina presenta un ritmo de secrecion pulsatil sujeto a variaciones diurnas.
Teniendo su mayor secrecion durante las primeras horas de la mafana para ir

disminuyendo a medida que avanza el dia (Fig.2).
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Fig.2: Variaciones de la concentracion (nanogramo/mililitro) de la leptina en un periodo
de 24 horas.



La accion de la leptina sobre el hipotalamo es la disminucion del apetito, actuando en
el nucleo arcuato estimulando hormonas que aumentan el gasto energético y
disminuyen la ingesta, e inhibiendo a las hormonas que disminuyen el gasto
energético y aumentan la ingesta de alimentos. Se ha comprobado que la leptina no
funciona de forma auténoma si no que esta influida por el neuropéptido Y para regular
de forma mas precisa el apetito.

Inicialmente el gen de la leptina se descubrié en ratones (gen ob). Este gen esta
situado en el cromosoma 7, regién q31.3 y su ADN posee mas de 15000 pares de
bases. Este gen contiene tres exones y dos intrones que codifican una proteina
madura de 167 aminodcidos con peso molecular de 16KD, que incluyen un péptido
sefal de 21 aminoé&cidos. Su estructura tridimensional presenta cuatro hélices alfa y
un puente disulfuro entre las cisteinas en posicion 96 y 146, siendo este ultimo
necesario para la actividad bioldgica de la hormona (3,7,9,10,11) (Fig.3).

LEP

Fig.3: Estructura tridimensional de la leptina.

El polimorfismo mas prevalente e influyente que ha sido relacionado con la obesidad
ha sido el G-2548A. Este polimorfismo ha sido muy estudiado y consiste en un cambio
de guanina por adenina en el nucledtido -2548 correspondiente a la zona promotora de
dicho gen.

Las conclusiones de los diferentes investigadores no han sido univocas dando lugar a
cierta controversia. En un primer estudio Mammes y cols (12) concluyeron que la
frecuencia del alelo G fue significativamente mayor en sujetos con sobrepeso y con
niveles bajos de leptina. Posteriormente, Mammes y cols en el afio 2000 (13) y Li y cols
1999 (14) asociaron dicho polimorfismo con la obesidad. Otros estudios no encontraron



ninguna asociacion entre el polimorfismo G-2548A y la obesidad (Portoles y cols. 2006
(15); Duarte y cols 2007) (16).

En otros estudios sobre este polimorfismo, el alelo G se ha relacionado con un mayor
indice de masa corporal. Hinuy y cols 2008 (17) investig6 el incremento del IMC en
mujeres mientras que otros estudios han encontrado una fuerte asociacion entre el
alelo G y el IMC en los hombres pero no en las mujeres (Jiang et al., 2004) (18). Pia
Riestra 2010 (19) también relaciond las variables antropométricas y la presencia del
sobrepeso y la obesidad. Analizé que el IMC y la circunferencia de cadera era menor
en los portadores del alelo A que en los del alelo G.

Dados los resultados se podria confirmar que existe cierta influencia de este gen en la
obesidad.

Receptor de la leptina

El receptor de la leptina es una proteina transmembrana, con una estructura similar a
los receptores de citoquinas que actla, tal y como su nombre indica, como receptor de
la leptina. Fue descrito por primera vez en 1995 por Tartaglia y cols, (20) utilizando para
ello leptina marcada e identificando su existencia en los plexos coroideos de ratén.
Este autor observd que, la mutacion del receptor de la leptina causa la aparicion

precoz de obesidad en ratones.

El receptor de la leptina se encuentra en numerosos tejidos como son el pulmon,
higado, rifidon, tejido adiposo, musculo esquelético y células hematopoyéticas.
Presentan dos isoformas diferentes: formas cortas y largas. Los receptores se
componen de una regién externa o receptora compuesta por 816 aminoacidos
presente en ambas formas (Fig.4). Ademas, la forma larga se compone de un dominio
efector intracelular constituido por 303 aminoéacidos y responsable de la activacion de
sefales intracelulares. En la actualidad se sabe que las formas largas predominan en
el hipotalamo y sus funciones son mediar en las acciones de la leptina a nivel del
sistema nervioso central participando en la regulacion de la ingesta alimentaria y en el
control del peso corporal. Las formas cortas se encuentran en los demas tejidos y sus
principales acciones son la regulacion del sistema inmune y el transporte de la leptina
7).



B-A oB-A,

JUG3 an

Fig.4: Forma corta y larga del receptor de leptina

El gen del receptor de la leptina se encuentra localizado en el cromosoma 1, en la
region p31. (Fig.5) Es el mas estudiado en cuanto a su relacion con la obesidad, ya
gue se considera que puede jugar un papel muy importante (3).
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Fig.5: Localizacion del gen receptor de la leptina.

Para algunas de las variantes genéticas de este receptor se ha demostrado un rol
importante en el desarrollo de la obesidad humana. Los tres polimorfismos mas
estudiados en dicho gen son los siguientes: Lys109Arg, GIn223Arg, y Lys656Asn (3,9).

En el polimorfismo Lys109Arg, se da la variacién de adenina por guanina en el codon
109 (AAG - AGG) en el exén 4 dando lugar a un cambio en la proteina de lisina por
arginina (9). En diferentes estudios sobre el primer polimorfismo se ha concluido que

tiene una relacion mas o menos fuerte en la adiposidad. En el polimorfismo



GIn223Arg se produce una variacion de adenina por guanina en el codén 223 (CAG -
CGG) en el exdn 6, dando lugar a un cambio de proteina de glutamina por arginina. En
el polimorfismo Lys656Asn la variacion se da de guanina a citosina en el codén 656
(AAG - AAC) en el exén 14, dando lugar a un cambio en la proteina de lisina por
asparagina.

Multiples estudios realizados en diferentes cohortes han encontrado diferencias en el
peso de cada uno de los polimorfismos, con conclusiones no determinantes para los
polimorfismos Lys109Arg y Lys656Asn, siendo el polimorfismo GIn223Arg el mas
relacionado con el probable desarrollo de la obesidad.

Polimorfismo GIn223Arg del gen receptor de la leptina y obesidad

Existen numerosos trabajos que estudian la posible correlacién entre dicho
polimorfismo con el sobrepeso y/o obesidad con diferentes resultados lo que ha

generado una cierta controversia.

Por un lado, se encuentran los estudios realizados, por Chagnon 2000 (21), Mammes
2001 (22), Quinton 2001 (23), Yiannakaris 2001 (24), Loos 2006 (25) y Riestra 2010 (26)
que observan diferentes asociaciones entre la presencia del polimorfismo GIn223Arg
del Receptor de la Leptina con el aumento del IMC, del porcentaje de masa grasa
corporal, o con los niveles de Leptina en sangre, por lo que lo consideran como un
factor de riesgo de obesidad.

Asi Chagnon (21) se dedic6 a estudiar conjuntamente familias caucésicas (522
personas) y familias de raza negra (319 personas negras). Mammes (22) realiz6 el
estudio dividiendo su muestra en dos grupos. Por un lado 179 parisinos caucasicos
entre 30-55 anos en el cual 114 eran mujeres y 65 hombres con obesidad. En el otro
grupo se puso a 387 personas de la misma edad que el grupo anterior en el que 98
eran personas con obesidad y 289 era el grupo control. Se les prescribié una dieta
baja en calorias con una reduccion del 25% de ingesta de energia de lo que ellos
tomaban habitualmente. Quinton (23) estudi®6 a 220 mujeres caucasicas post-
menopausicas entre 66-69 anos con sobrepeso. Yiannakaris (24) realizé su
investigacion con adolescentes griegos, 118 sujetos entre 15 -19 afos, 62 de los
cuales eran mujeres y 56 hombres, 89 con normopeso y 29 con sobrepeso. La linea
argumental de todos estos autores aun siendo sus muestras tomadas de diferentes
edades, razas y sexos concluye que esta ligado este polimorfismo con un aumento del
IMC y del porcentaje de masa grasa. Riestra (26) analizé a 806 adolescentes esparoles
sanos entre 12-16 anos, divididos en un grupo control y un grupo con sobrepeso u
obesidad. Analizando el polimorfismo GIn223Arg observé que las mujeres con



sobrepeso/obesidad tienen mayor porcentaje de poseer el homocigoto mutado, lo que
las predispone a tener mayor IMC y mayor niveles de Leptina que en Heterocigotos
que es menor la prevalencia de sobrepeso/obesidad. En los hombres no observé esta
diferencia. Dicho polimorfismo del gen LEPR es significativamente asociado con
niveles de leptina y un aumento de IMC solamente en mujeres, sugiere una influencia
especifica del sexo. Loos (25) estudido a 678 sujetos de Quebec con el objetivo de
examinar asociaciones entre polimorfismos de la Leptina (LEP) y de su Receptor
(LEPR). Extrajo como conclusion que dicho polimorfismo del LEPR contribuye a una

variacion en el ritmo metabélico.

Mientras que en los estudios realizados por Matsuoka 1997 (27), De Silva 2001 (2s),
Wauters 2001 (29), Heo 2002 (30), Paracchini 2005 (31), Stratigopoulos 2009 (32) y
Huuskonen 2010 (33), no encontraron resultados que confirmasen una relacion entre

dicho polimorfismo y el sobrepeso y/o obesidad.

Matsuoka (27) escogié a una poblacion japonesa de 47 personas obesas y 68 no
obesas como grupo de control de entre 25-58 afios. De Silva (28) estudio a 335 mujeres
australianas blancas de 20-83 anos, de las cuales 118 eran obesas y 217 no obesas.
Wauters (29) analiz6 a 280 mujeres con sobrepeso y obesas de 18-60 afnos caucasicas
sanas. Huuskonen (33) realiz6 su estudio con 48 reclutas militares varones voluntarios
durante ocho semanas de entrenamiento fisico de 18-20 afios y con una dieta
prescrita. Heo (30) realizé6 un meta-andlisis en los que incluyd poblaciones africanas,
americanas, caucasicas, danesas, finlandesas, francesas, canadienses y nigerianas
hasta llegar a 3263 personas. Paracchini (31) analizé 18 estudios juntos acerca de
dicho polimorfismo del LEPR. Cinco de ellos en EEUU, 3 en Asia, 8 en Europay 2 en
Oceania. Stratigopoulos (32) investigd con ratones con el fin de relacionar dicho
polimorfismo con la adiposidad. Estos autores no encontraron una asociacién evidente

entre dicho polimorfismo del LEPR y un aumento de IMC o de masa grasa.

Por otro lado encontramos autores como Poértoles 2006 (15) que no se ajustan en sus
estudios a las conclusiones anteriores y mantienen un tipo de teoria diferenciada. Se
centré en una poblacién espafola del Mediterraneo (Valencia) de entre 18-70 anos
que dividié en dos grupos. Un grupo de obesos sanos de 303 personas, de los cuales
101 eran hombres y 202 mujeres. Y un grupo control de 606 personas, de las cuales
202 eran hombres y 404 mujeres. En su estudio el homocigoto mutado fue mucho mas
prevalente en el grupo control que en obesos.

La relacidbn de autores anteriormente examinada sin animo de ser exhaustiva se
pretende que sea representativa de lo investigado en este campo. Los resultados
obtenidos no son concluyentes y se hace necesario seguir investigando en este



campo. Tanto la poblacion utilizada para las investigaciones como los criterios de

inclusion y de exclusion no son normalizados.



JUSTIFICACION

La participacién del grupo de Pediatria en el proyecto PRONAF (Programas de
Nutricién y Actividad Fisica para el tratamiento de la obesidad) permite disponer de
datos de estilo de vida, intervencién y genéticos con el propdsito de analizar si existe
relacion entre la motivacion para la pérdida de peso con la presencia de la variante
genética Arg223 respecto a la variante nativa GIn223 del Receptor de la Leptina.

La particularidad de este estudio viene definida por la cohorte analizada que incluye
Unicamente sujetos sanos con sobrepeso sin obesidad. Se trata de una poblacién
adulta voluntaria de entre 18-50 afos con sobrepeso sanos, sin ningun otro tipo de
patologia y que fueron sometidos a dieta y ejercicio fisico supervisado durante 21

semanas.

Este estudio tiene como objeto analizar el diferente impacto de la presencia del
polimorfismo GIn223Arg sobre la predisposicién al sobrepeso en hombres y mujeres.
Otro objetivo de esta investigacién es relacionar este polimorfismo con el nUmero de
veces, duracién y motivos de las dietas que han realizado en su vida los portadores de

cada una de las variantes.



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipoétesis: La presencia del polimorfismo GIn223Arg del gen del Receptor de la
Leptina tiene diferente impacto en el sobrepeso de hombres y mujeres, e influye en el
nuamero de dietas para perder peso que realizan hombres y mujeres con sobrepeso.

Objetivos:

1.- Analizar la distribucién de los diferentes genotipos para el polimorfismo GIn223Arg
del gen del Receptor de la Leptina (LEPR) en hombres y mujeres sanos con
sobrepeso.

2.- Relacionar la presencia del polimorfismo GIn223Arg del gen LEPR con el numero
de veces, duracion y motivo de las dietas que han realizado a lo largo de su vida los
participantes de la fase Il del Proyecto PRONAF.

La hipétesis planteada es que la distirbucion de genotipos para el polimorfismo
GIn223Arg del gen LEPR sea diferente en mujeres que en hombres, con un mayor
peso del polimorfismo que predispone al sobrepeso en mujeres que en hombres.

Por otro lado, nos planteamos que las mujeres portadoras de dicho polimorfismo se
sometieron mas veces a una dieta que las mujeres no portadoras, ya que las mujeres
portadoras, tienen mas dificultad para adelgazar si la presencia del polimorfismo les
predispone a tener sobrepeso u obesidad. El papel del polimorfismo en los hombres
con sobrepeso seria menor que en mujeres, y su comportamiento habitual para
conseguir la pérdida de peso se basaria en el ejercicio fisico y no en la realizacion de
multiples dietas.



MATERIAL Y METODOS

Este trabajo se ha realizado con datos correspondientes a la Fase Il del Proyecto
PRONAF (Proyecto 1+D del Plan Nacional 2008-2011: “Programas de Nutricion y
Actividad Fisica para el tratamiento de la obesidad”. Referencia: DEP2008-06354-C04-
01), que se ha realizado durante el pasado afio 2010.

El proyecto PRONAF es un proyecto de investigacion coordinado en el que participan
la Facultad de Ciencias de la Actividad Fisica y del Deporte de la Universidad
Politéecnica de Madrid, la Unidad de Nutricién Clinica y Dietética del Hospital
Universitario La Paz de Madrid, el grupo de investigacion de Pediatria (Metabolismo,
Genética y Nutricion) del Instituto Marqués de Valdecilla de Cantabria (IFIMAV), la
Facultad de Informatica de la Universidad Complutense de Madrid y en el que colabora
el Gimnasio clinico SPE de Majadahonda.

En la fase Il de dicho proyecto han participado 109 personas (64 mujeres y 45
varones) con sobrepeso (25 < IMC < 30) reclutadas a través de los medios de
comunicacion tanto de prensa escrita como Internet en los que se ofertaba la
participacién en un programa de pérdida de peso mediante dieta y un plan de
entrenamiento con cargas bajo supervisidon de un entrenador personal, y que fueron

seleccionados en base al cumplimiento de una serie de criterios de inclusién/exclusion.

La poblacién a estudio esta compuesta por hombres y mujeres de edades
comprendidas entre 18 y 50 afos, residentes en la comunidad de Madrid que se
ofrecen de forma voluntaria a participar en dicho proyecto. Se caracterizan por poseer
un IMC comprendido entre 25 — 30 Kg/m? tener disponibilidad para asistir a los
entrenamientos tres veces a la semana durante el periodo de intervencion (6 meses),
son sanos sin las alteraciones metabdlicas asociadas a la obesidad (diabetes,
hipertensién, hipercolesterolemia, sindrome metabdlico, etc...,), no fumadores y no

bebedores habituales.

En este trabajo nos centraremos en los datos obtenidos en la encuesta inicial de
captacion sobre dietas previas y motivacién, asi como en los datos antropométricos
que se registraron al inicio de la intervencion y los analizaremos en funcion del
genotipo que presenten para el polimorfismo GIn223Arg del gen del Receptor de la
Leptina.



Cuestionario sobre Dietas previas y Motivacion

Del cuestionario sobre dietas previas y motivacion de la encuesta inicial de captacion
que completaron los participantes en el estudio, nos hemos centrado en aquellas
preguntas que valoran el numero de dietas realizadas anteriormente, el motivo por el

que las han realizado y el tiempo que han sido capaces de realizarlas.

El enunciado de dichas cuestiones es el descrito a continuacién:

¢, Cudéntas veces ha realizado algun tipo de dieta para perder peso?

« [ Ninguna

- 0O1-5

« 0O5-10

« [OMésde 10

¢, Por qué ha realizado dieta para perder peso?

« [ Por salud

« [ Por estética
« [ Ambas

« [ Oftras

¢, Cuanto es el tiempo maximo que ha realizado una dieta sin abandonarla?
+ [0 1semana
« [O1mes
+ [ 3 meses
+ [ 6 meses
« [ Maés de 6 meses
« [ Otra opcion

Analisis genético

A todos los participantes se les extrajo ADN de sangre periférica partiendo de un vial
de 5 ml de sangre venosa con EDTA como anticoagulante. El andlisis genético se
realizd6 mediante la amplificacion por PCR y posterior andlisis de los fragmentos de
restriccion generados tras digestion especifica con la endonucleasa Msp |, siguiendo la
técnica descrita por Matsuoka y colaboradores (Matsuoka y cols., 1997) (27).

En primer lugar se amplificé el fragmento mediante la técnica de la “Reaccién en

Cadena de la Polimerasa” o PCR con los siguientes oligonucle6tidos:



LEPRGn223ag Up: 5 ACC CTT TAA GCT GGG TGT CCC AAATAG 3’

LEPRGn223ag Down: 5° AGC TAG CAAATATTT TTG TAAGCAATT &

Dicha PCR se llevé a cabo en un termociclador GeneAmp PCR System 2400® (Perkin
Elmer, Applied Biosystems Division, Foster City, California, USA), de acuerdo al
siguiente programa de ciclado: un paso previo de desnaturalizacién a 95 °C durante 5
min, a continuacién, 38 ciclos compuestos por 45 seg a 95 °C, 45 seg a 50 °C y 45 seg
a 72 °C, y una fase final de 7 min a 72 °C.

Al finalizar, se comprueba si se ha producido la amplificacion correctamente mediante
una electroforesis del producto obtenido en un gel de agarosa al 1,5 % en TBE 1x
(tampdn Tris-Borato-EDTA: 0.09 M Tris-Borato, 0.002 M EDTA) con Bromuro de Etidio
(10 mg/ml) a 100 voltios durante 30 minutos, visualizandose en un transiluminador de

luz ultravioleta.

El fragmento amplificado de 421 bp se digirié con el enzima de restriccion Msp | (New
England Biolabs, Ipswich, Massachussets, USA) a 37 °C durante toda la noche.

El producto digerido se sometié a una electroforesis en gel de agarosa al 4% en TBE
1x a 100 voltios durante 90 min, y se visualiza en el transiluminador de luz ultravioleta
para la lectura del genotipo en funcion de los diferentes fragmentos de restriccion
presentes.

Para el genotipo homocigoto normal o GIn/GIn se observa un fragmento de 421 bp,
para el genotipo heterocigoto o GIn/Arg presenta tres fragmentos de 421, 294 y 127
bp, mientras que para el homocigoto para la variante polimérfica o Arg/Arg se
observan dos fragmentos de 294 y 127 bp (Fig. 6).

Fig.6: Genotipo del polimorfismo GIn223Arg del Receptor de la Leptina.

Calle 1: Marcador de peso molecular. Calles 2, 4 y 6: Genotipo GIn/Gin.
Calles 5, 7, 8 y 9: Genotipo Gin/Arg. Calles 3 y 10: Genotipo Arg/Arg



Procedimiento de analisis de datos

El programa estadistico utilizado fue el SPSS version 19.0 para Windows. Se realiz6 el
andlisis de los datos mediante el calculo de estadisticos descriptivos basicos (media,
desviacién tipica) y mediante el test ANOVA. El estudio de la distribucion del
polimorfismo y su relacién con distintas variables se realiz6 mediante el test de x°. Se

consideraron diferencias significativas aquellas en que p < 0,05.



RESULTADOS

De los 119 participantes en la fase Il del Proyecto PRONAF, 10 no consintieron en la
realizacion de la extraccién sanguinea por lo que no se pudo hacer el estudio genético.
De los 109 participantes restantes, tres sujetos que no completaron las encuestas, por
lo que el trabajo se ha realizado con los datos completos de 106 participantes.

La frecuencia alélica para cada una de las variantes del polimorfismo GIn223 del
Receptor de la Leptina no demuestra diferencias significativas entre el grupo de
mujeres y hombres. La frecuencia alélica encontrada es de 0,61 para el alelo Gin y de
0,39 para el alelo Arg en el grupo de mujeres, y de 0,59 y de 0,41 para las variantes

Gin y Arg respectivamente, en el grupo de varones.

La distribucion de los diferentes genotipos para el polirmofismo se detalla en la tabla 1.
El analisis de y? (chi-cuadrado) de la distribucion de genotipos para determinar si la
poblacién cumple el equilibrio de Hardy-Weinberg, demuestra que en las mujeres la
distribucion de genotipos no esta en equilibrio (x2=4,80 p=0,028) con un exceso de
formas heterocigotas, mientras que los hombres si se cumplen el equilibrio de los

diferentes genotipos (x2=0,139 p=0,709).

Todos Mujeres Varones

Normal . . -
(GIn/Gin) 34(321%) | 19(31,1%) 15 (33,3 %)

Heterocigoto o . -
(Gln/Arg) 60 (5616 /°) 37 (60,7 /0) 23 (51 )1 /o)

Mutado . o -
(Arg/Arg) 12(11,3%) | 5(82%) 7 (15,6 %)

Total 106 61 45

Tabla 1. Distribucion del genotipo del Receptor de la Leptina

Para el andlisis comparativo de los valores antropométricos entre hombres y muejres
se realiza6 el test ANOVA. Como era esperable se observan diferencias significativas
en la talla de ambos grupos (diferencia de 13 cm entre ambos sexos). Dado que la
seleccién de los pacientes esta ajustada por IMC, con un intervalo entre 25-30 kg/m?
que define el sobrepeso, también existen diferencias significativas en el peso e IMC

entre hombres y mujeres (Tabla 2).



Todos Mujeres Varones

(n =106) (n=61) (n = 45)
Edad 36,00 + 8,14 36,37 £ 8,12 35,50 + 8,225
Peso 79,72 +9,76 73,81 + 6,242 87,72 +7,775°
Talla 168,04 + 9,26 162,59 + 6,637 175,42 + 6,93°
IMC 28,14 + 1,255 27,90 +1,32° 28,47 +1,10°

® Diferencias significativas p < 0,01. ° Diferencias significativas p = 0,020

Tabla 2. Variables antropométricas de la poblacion a estudio

Si analizamos los datos antropométricos en funcién de la presencia o no de dicho

polimorfismo, distribuyendo a los participantes como No portadores (homocigotos

normales) y Portadores (heterocigotos y homocigotos mutados) para el alelo Arg,

encontramos una diferencia casi significativa en la media de edad de los varones (Test

ANOVA p=0,051), ya que la media de edad de los portadores es bastante inferior a la

de los no portadores (Portadores = 33,8 + 8,6 afios versus No Portadores = 38,8 + 3,6

anos).
Edad Peso Talla IMC
No portador
34,9248,17 74,77+ 6,62 163,74+ 7,6 27,87 £ 1,31
Mujer (n=19)
(n=61) Portador
37,02+ 8,10 73,38 £ 6,09 162,07 £ 6,17 27,91 £ 1,31
(n=42)
No portador
38,86 + 6,35% 88,16 £ 6,42 175,6 + 6,28 28,58 £ 1,09
Hombre (n=15)
(n=45) Portador
33,82+ 8,62° 87,5+ 8,47 175,33+ 7,33 28,42 £ 1,11
(n=30)

# Diferencia casi significativas p=0,051

Tabla 3. Variables antropométricas en funcién de la presencia o no del polimorfismo




En cuanto al niomero de dietas previas realizadas por nuestros voluntarios,
observamos que existen diferencias significativas entre ambos grupos de hombres y
mujeres, siendo el numero de dietas que realizan muy diferente. Las mujeres realizan
mayor numero de dietas que los hombres, siendo el porcentaje de mujeres que
realizan mas de cinco dietas superiores al 34 % frente al 4 % de los hombres. De
forma contraria, la tercera parte de los varones con sobrepeso no han realizado
ninguna dieta previa, frente al casi 10% de mujeres. Para poder comparar el niumero
de dietas con un numero de participantes similares hemos categorizado la cohorte en

tres grupos: ninguna dieta, entre una y cinco dietas o0 mas de cinco.

Numero de dietas

Todos Mujeres Varones

(n=106) (n=61) (n =45)
Ninguna dieta 21 (19.8%) 6 (9,8%)* 15 (33,3%)°
De 1 a 5 dietas 62 (58,5%) 34 (55,7%)* 28 (62,2%)%
Mas de 5 dietas 23 (21,7%) 21 (34,4%)* 2 (4,4%)*

° Diferencias significativas p < 0,01

Tabla 4. Numero de dietas realizadas anteriormente de la poblacion a estudio

No encontramos diferencias significativas respecto a la presencia del polirmofismo y el
nuamero de dietas ni en el grupo de mujeres ni en el de hombres (Tabla 5).



Numero de dietas

Ninguna Det1ab Mas de 5
Mujer No portador 1(5,3%) 10 (52,6%) 8 (42,1%)
(n=61) (n=19)
Portador 5 (11,9%) 24 (57,1%) 13 (31,0%)
(n=42)
Hombre No portador 4 (26,7%) 10 (66,7%) 1(6,7%)
(n=45) (n=15)
Portador 11 (36,7%) 18 (60,0%) 1(3,3%)
(n=30)

Tabla 5 .Numero de dietas en funcién de la presencia del polimorfismo

El andlisis de 2

(chi-cuadrado) respecto a la duracién de las dietas demuestra

diferencias muy significativas entre hombres y mujeres. Casi el 38% de los hombres

que hacen dieta se mantienen a dieta durante menos de un mes, mientras que casi el

50% de las mujeres son capaces de hacer dieta durante seis meses 0 mas.

Duracion de dietas

Todos Mujeres Varones
(n =80) (n=51) (n=29)
<1mes 17 (21,3%) 6 (11,8%)* 11 (37,9%)°
3 meses 28 (35,0%) 20 (39,2%) 8 (27,6%)
6 meses 18 (22,5%) 12 (23,5%) 6 (20,7%)
+ 6 meses 17 (21,3%) 13 (25,5%)° 4 (13,8%)%

° Diferencias significativas p = 0,042

Tabla 6: Duracion de las dietas que han realizado




Aunque el andlisis de duracion de la dieta es poco relevante debido al escaso numero
de sujetos en cada subgrupo, observamos teniendo en cuenta la presencia del
polimorfismo, las mujeres portadoras estan mas tiempo a dieta que las no portadoras
del polimorfismo. La mitad de de las mujeres portadoras realizan dieta durante seis

meses 0 mas. El 18% de las mujeres no portadoras realizan dieta durante menos de

un mes.
Duracion de dietas
< 1mes 3 meses 6 meses + 6 meses
Noportador | 5 g 80 | 8 (50%) 4 (25%) 1(6,3%)
Mujer (n=16)
(n251) Portador 3(8,6%) | 12(343%) | 8(22,9%) 12 (34,3%)
(n=35)
Noportador | 5 5730, | 2(182%) | 4 (36.4%) 2 (18,2%)
Hombre (n=11)
(n-29) Portador | g (44.4%) | 6(333%) | 2(11,1%) 2 (11,1%)
(n=18)

Tabla 7: Duracion de las dietas en funcion de la presencia del polimorfismo

Analizando el motivo por el que llevé a los participantes a realizar dieta, se identifica la
tendencia de que las mujeres realizan dietas por motivos mas estéticos (20 %) que los
hombres (10 %), aunque en los dos grupos (78 y 90 %) reconocen que se deben tanto
a motivos estéticos como por salud, teniendo en cuenta de que se trata de personas
sanas sin otras patologias asociadas, este concepto de salud lo entendemos mas
hacia una mayor calidad de vida.

Motivo de dietas previas
Todos Mujeres Varones
(n =84) (n =54) (n =30)
Salud 1(1,2%) 1(1,9%) 0 (0,0%)
Estética 14 (16,7%) 11 (20,4%) 3(10,0%)
Ambos 69 (82,1%) 42 (77,8%) 27 (90,0%)

Tabla 8: Motivos de realizacién de dietas previas




Si analizamos la motivacién en funcién del polimorfismo, tampoco se observan

diferencias siendo el motivo mas indicado tanto por salud como estética.

Motivo de dietas previas

Salud Estética Ambos
Mujer No portador 1(5,9%) 3 (17,6%) 13 (76,5%)
(n=51) (n=17)
Portador 0 (0,0%) 8 (21,6%) 29 (78,4%)
(n=37)
Hombre No portador 0 (0,0%) 0 (0,0%) 11 (100%)
(n=29) (n=11)
Portador 0 (0,0%) 3 (15,8%) 16 (84,2)
(n=19)

Tabla 9: Motivos de las dietas en funcién de la presencia del polimorfismo




DISCUSION

El aspecto mas relevante de este trabajo se basa en la homogeneidad de la muestra
estudiada, ya que se trata de una cohorte suficientemente representativa por tamaro
muestral, sin ningtn tipo de patologia asociada y con un indice de Masa Corporal
(IMC) muy homogéneo, en el rango de sobrepeso excluyendo cifras de obesidad. Por
otro lado, nuestra poblacion es una poblaciéon sana, sin enfermedades reconocidas ni
sindrome metabdlico manifestado clinicamente, y que ha sido reclutada de forma
voluntaria a través de medios de comunicacién. Este hecho aparentemente poco
relevante implica una gran diferencia respecto a otras series reclutadas en servicios
médicos, que puede explicar la gran discrepancia en resultados de diferentes estudios.
La morbilidad asociada a la obesidad que se presume cuando las cohortes se recogen
en el ambito hospitalario y la gran dispersién respecto al grado de obesidad hace que
el peso de diferentes factores participantes sea muy variable y se incorporen muchos
factores de confusion. Otro aspecto diferenciador de nuestro estudio es la motivacion
de los participantes basado en la forma de reclutamiento que require una participacion
no solo voluntaria si no activa. El presentarse voluntarios para someterse a un
programa de dieta y ejercicio supervisado indica una motivacion elevada entre los
participantes y una tasa baja de abandonos en los programas de intervencion.

Una vez definido este contexto, objetivamos que la prevalencia del polimorfismo
GIn223Arg del Receptor de la leptina es similar a la esperada, con una frecuencias de
0,60 y 0,40 para los alelos GIn223 y Arg223, respectivamente y sin encontrarse
diferencias significativas entre hombres y mujeres. Aunque en un analisis inicial
pudiera considerarse este resultado como negativo, es decir que el polimorfismo no
influye de forma significtaiva en el sobrepeso, un andlisis detallado de distribucion de
genotipos de acuerdo a la ley de equilibrio genético de Hardy-Weinberg demuestra
que los diferentes genotipos pesan de forma diferente en hombres que en mujeres.
Mientras que en hombres el numero de homocogitos mutados y heterocigotos se
encuentra en equilibrio genético, en el grupo de mujeres los distintos genotipos no se
encuentran en equilibrio genético. El numero de homocigotas mutadas es
significativamente menor al esperado para el nimero de mujeres heterocigotas.

Esta observacién significa por un lado que de forma genérica esta variante genética
tiene escasa relacion con la predisposicién al sobrepeso en los hombres ya que la
frecuencia alélica es la propia de la poblacion general y esta en equilibrio, y por otro
lado que el peso de la forma heterocigota y homocigota es diferente en las mujeres. La



ausencia de equilibrio con un exceso de heteroigotos en el grupo de mujeres implica
que este estado favorece el sobrepeso en las mujeres. La interpretacion de la escasa
presencia de genotipos homocigotos mutados para el nimero de heterocigotos seria o
bien que el estado homocigoto implica un estado protector frente al sobrepeso
(hipotesis poco plausible) o una predisposicion a BMI superiores al establecido como
sobrepeso o bien de morbilidad asociada al sobrepeso (estas dos ultimas suposiciones
mas plausibles que la primera). Comparando nuestras observaciones con otros
estudios podriamos profundizar en la interpretacién de estos resultados. Por un lado,
los estudios realizados por Chagnon 2000 (21) y Wauters 2001 (29) sefalan una
prevalencia del homocigoto mutado ligeramente inferior en mujeres obesas que en el
grupo control, con unos datos menos significativos que los de nuestro estudio. Por otro
lado, Mammes 2001 (22), Quinton 2001 23) y Riestra 2010 (26) en sus estudios
obtuvieron datos con prevalencias mayores del homocigoto mutado en mujeres con
sobrepeso. Ademas, Portoles 2006 (15 que no se ajusta en sus estudios a las
conclusiones anteriores, mantiene un tipo de teoria diferenciada. Recogié que dicho
polimorfismo era méas prevalente en el grupo control que en obesos, pero su teoria fue
que dicho polimorfismo actuaba como un “factor protector” y que favorecia estar
delgado.

En relacién a la edad de los sujetos, hemos sefalado que en el grupo de varones de
nuestra cohorte la edad media del subgrupo de portadores es inferior a la edad del
grupo de los no portadores con una diferencia préxima a la signifcacion estadistica
(p<0,051). El grupo no portador, homocigotos normales (GIn/GlIn), tienen una media de
edad superior que el grupo de portadores, heterocigotos (Arg/Gin) y homocigotos
mutados (Arg/Arg), esto puede deberse a que los portadores desarrollen el sobrepeso
a edades mas tempranas que los no portadores por lo que podriamos considerar al
polimorfismo como un factor de riesgo de sobrepeso y tal vez de obesidad en hombres

mas jovenes.

Con respecto al numero de dietas, como era de esperar, las mujeres realizan
significativamente mayor niumero de dietas que los hombres, siendo el porcentaje de
mujeres que realizan mas de cinco dietas superiores al 34 % frente al 4 % de los
hombres. En general, tanto en hombres como en mujeres la duracion de las dietas no
suele sobrepasar los tres meses, aunque podemos observar que las mujeres son mas
constantes que los hombres. Un 25% de las mujeres realiza las dietas durante mas de
6 meses frente a un 13%. Ademas los hombres que solo soportan tener una dieta

durante menos de un mes son el 38% frente al 12% de las mujeres.



Debido probablemente a la subdivision de la muestra en multiples subgrupos lo cual
condiciona un escaso tamafno muestral, no podemos concluir que la presencia del
polimorfismo modifique de forma significativa el nimero de dietas o la duracion de las
mismas, a pesar de que las portadoras de la variante polimrofica hacen dieta durante
mas tiempo que las no portadoras.

Por dltimo, con respecto a la motivacion, en esta cohorte de poblacion sana la
motivacién exclusiva por “motivos de salud” esta poco representada tanto en hombres
como en mujeres. Debemos considerar el factor de que nuestra poblacién esta muy
motivada a realizar dieta y ejercicio. Si investigamos acerca de las razones que
mueven a dichas personas adultas con sobrepeso sanas a realizar este tipo de
experimentos, observamos que tanto en hombres como en mujeres lo que les mueve
son tanto la estética como la salud. En hombres en un 90 por ciento y en mujeres casi
llega al 78 por ciento. Pero si analizamos de forma excluiva el motivo estético, este

tiene mayor predominio entre las mujeres.

Nuestro estudio permite establecer una serie de conclusiones derivadas de las
caracteristicas de la cohorte analizada y que se resumen en que la presencia
heterocigota del polimorfismo GIn223Arg del receptor de la leptina es un factor
favorecedor del sobrepeso en mujeres, y de la aparicion temprana de sobrepeso en
varones. La escasa presencia de formas homocigotos mutadas en el grupo de mujeres
sugiere que dicho genotipo se asociaria con formas de mayor indice de masa corporal
u obesidad, o con morbilidad asociada al sobrepeso.



CONCLUSIONES

1. La distribucion de los distintos genotipos del polimorfismo es diferente en hombres y
mujeres lo cual implica un diferente papel en el sobrepeso para cada uno de los sexos.
En las mujeres, no existe un equilibrio genético entre los posibles genotipos con un
exceso de heterocigotos (GIn/Arg) y una menor presencia de la forma homocigota
mutada (Arg/Arg). Podria inferirse de este resultado que la presencia de la forma
heterocigota predispondria al sobrepeso en las mujeres, y que la presencia
homocigota o bien se asocia a obesidad o a morbilidad asociada al sobrepeso.

2. En lo varones, la edad media del grupo de portadores del polimorfismo
sensiblemente inferior a la edad de los no portadores. Este hecho implicaria un papel
del polimorfismo en el sobrepeso en edades mas precoces.

3. En relacién con el numero de dietas, las mujeres realizan mas dietas y durante mas
tiempo que los hombres, sin que hayamos encontrado una asociacion con el
polimorfismo estudiado.

4. Como era previsible tratdndose de una poblacidbn con sobrepeso “sana’, la
motivacién estética (o estética/salud) ha sido la predominante respecto a la opcién de
dieta motivada por salud.

Con los resultados de nuestro estudio observamos que la presencia heterocigota del
polimorfismo es un factor favorecedor del sobrepeso en mujeres, y del aparicion
temprana de sobrepeso en varones. La escasa presencia de formas homocigotos
mutadas en el grupo de mujeres sugiere que dicho genotipo se asociaria con formas
de obesidad o patologia asociada al sobrepeso/obesidad.
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