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Introduccion

1. INTRODUCION

1.1 EPIDEMIOLOGIA GENETICA

En los afios 80 la epidemiologia genética se establecid como una entidad aparte de la
epidemiologia y de la genética (Morton, 1982).

Para el concepto de Epidemiologia genética existen numerosas definiciones. Morton
(1992) la definié como “el estudio de la etiologia de la enfermedad entre grupos de parientes,
con el fin de aclarar las causas de la semejanza familiar y el estudio de las causas heredadas
de la enfermedad en las poblaciones”. Otra definiciéon que se adapta mas al estudio objeto de
esta tesis: “la epidemiologia genética es el estudio del papel de los factores genéticos y su
interaccion con los factores ambientales en la ocurrencia de la enfermedad en poblaciones
humanas”. Esto es importante dado que la mayoria de las enfermedades no tienen una
etiologia puramente genética o ambiental, sino que dependen de la interaccion entre ambos
factores.

La epidemiologia genética trata de conseguir comprender el papel que juegan los factores
genéticos en la etiologia de la enfermedad, con el objetivo final de controlar y prevenir las

enfermedades.

1.2 CONCEPTO DE RESISTENCIA A LA INSULINA

Segtin el “Consenso del Grupo de Trabajo Resistencia a la Insulina de la Sociedad
Espafiola de Diabetes” (2002), la resistencia a la insulina (RI) se define como la disminucion
de la capacidad de la insulina para ejercer sus acciones bioldgicas en tejidos diana tipicos,
como el musculo esquelético, el higado o el tejido adiposo. Esta definicion esta ampliamente
demostrada en lo referente al transporte transcelular, a la vias metabolicas de la glucosa y al
metabolismo de lipidos. Es posible que el concepto de resistencia a la insulina pueda
extenderse a las demas acciones (precoces o tardias) de esta hormona, como la captacion y
transporte transcelular de aminoacidos, la sintesis de proteinas, la regulacion de la funcidon
endotelial, la estimulacién del crecimiento y la proliferacion celular o la expresion de
numerosos genes reguladores de estas diferentes funciones (“Consenso del Grupo de Trabajo
Resistencia a la Insulina de la Sociedad Espafola de Diabetes”, 2002). La resistencia a la
insulina y su surrogada hipeinsulinemia compensadora se han vinculado al mayor riesgo de

aterogénesis y enfermedad macrovascular en el SM (o de RI) pero no existe unanimidad sobre
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su papel patogénico o como simple “marcador de riesgo” (Ferrara, 1994; Deprés, 1996;
Haffner, 1999; Ginsberg, 2000).

Hoy en dia se considera que la RI crénica o mantenida es el rasgo comun de numerosas
enfermedades metabodlicas y no metabolicas, como la diabetes mellitus (DM) tipo 2, la
obesidad, la hipertension arterial (HTA), las dislipemias o la enfermedad cardiovascular

(Ferrannini y col., 1998).

1.3 SINDROME DE RESISTENCIA A LA INSULINA O SINDROME METABOLICO

El Sindrome Metabodlico (SM) también conocido como Sindrome Plurimetabélico,
Dismetabélico, de Reaven o Sindrome X, caracterizado por la presencia de RI ademaés de:
hiperinsulinemia compensadora, la intolerancia hidrocarbonada o la DM tipo 2, dislipemia
aterogénica (aumento de triglicéridos, disminucion del colesterol HDL (cHDL)), obesidad
central, HTA, hiperuricemia, alteraciones hemorreoldgicas y de la fibrinolisis, y disfuncién
endotelial. Todas estas alteraciones que, de manera secuencial o simultanea, pueden
acumularse en el sindrome metabodlico (SM), potencialmente aceleran el desarrollo de la
enfermedad cardiovascular aterosclerotica (De Fronzo y Ferrannini, 1991; Stern, 1997). Este

SM confiere una alta morbi y mortalidad (Isomma y col., 2001).

Figura 1. Sindrome Metabdlico: Papel de la Obesidad.

Obesidad

!

TAGL

T TG T Resistencia 71 Presion
J HDL <+ --- Insulina -—-—> Arterial
I
\ ! /
\ v ’
\ T Glucosa ’

\ 1 /
\ I 4

N v ,
\ Diabetes Tipo 2 ’

1 Vs
1 ’

\
4 v K
Enfermedad
Cardiovascular

Pag. 2



Introduccion

En la actualidad no se dispone de una definicion universalmente aceptada. Tanto la

Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como el Grupo Europeo para el Estudio de la

Resistencia a la Insulina (EGIR) han desarrollado sus respectivas propuestas para definir el

SM:

a)

Criterios de la OMS (WHO, 1999). Se considera que existe un SM si se dan estos

criterios: intolerancia a la glucosa o DM tipo 2 (tabla 1), o resistencia a la insulina
junto a 2 o mas de las siguientes alteraciones:

HTA > 140/90 mmHg.

Dislipemia: hipertrigliceridemia > 150 mg/dl o descenso de cHDL (varones:
35mg/dl; mujeres 39 mg/dl).

Obesidad central o visceral.

Microalbuminuria (excrecion urinaria de albimina > 20 pg/min o cociente
albumina/creatinina > 30 mg/g)

Criterios del grupo EGIR (EGIR, 2002). Presencia de RI o hiperinsulinemia en

ayunas superior al percentil 75 y dos o mas de las siguientes alteraciones:
Hiperglucemia (glucemia en ayunas > 110 mg/dl, pero no en el rango diabético).
HTA > 140/90 mmHg o estar recibiendo tratamiento para la hipertension.
Dislipemia (triglicéridos > 180 mg/dl o cHDL < 40 mg/dl).

Obesidad central (cociente cintura/cadera en varones > 94 cm y en mujeres > 80 cm
o IMC > 30 kg/m®).

Otros criterios. Ademas de estas dos definiciones existen otras, entre las que destaca
la publicada por The Third Report National Cholesterol Education Program Expert
Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults
(ATP III) en 2002 (Ford y col., 2002; Pereira y col., 2002). Se considera que existe
un SM si se dan 3 o mas de los siguientes criterios:

Obesidad abdominal: didametro de la cintura > 102 c¢cm en varones y > 88 cm en
mujeres.

Hipertrigliceridemia > 150 mg/dl.

cHDL < 40 mg/dl en varones o < 50 mg/dl en mujeres.

Presion arterial > 130/85 mmHg.

Glucosa basal > 110 mg/dl.
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Tabla 1 Concentracion de glucosa (mg/dl)

Sangre venosa Sangre capilar Plasma venoso
Diabetes Mellitus
Ayunas >110 > 110 > 126
A las 2 h tras sobrecarga de >180 >200 >200
glucosa
Intolerancia a la
glucosa
Ayunas <110 <110 <126
A las 2 h tras sobrecarga de 2120y <180 >140 y <200 >140 y <200
glucosa
Alteraciones de la glucemia
en ayunas
Ayunas >100 y <110 >100 y <110 >110 y <126
A las 2 h tras sobrecarga de <120 <140 <140
glucosa

“Consenso del Grupo de Trabajo Resistencia a la Insulina de la Sociedad Espariiola de Diabetes” (2002)

A diferencia de las anteriores, esta propuesta no incluye como criterio para la definicion
de SM la presencia de RI, y exige su homologacion clinico-epidemiologica antes de adoptarla

definitivamente.

1.4 EPIDEMIOLOGIA DEL SINDROME METABOLICO

La prevalencia del SM y de la RI en la poblacion varia ampliamente en funcion de la
definicion empleada, del grupo étnico de la poblacién estudiada, del sexo y de la distribucion
de su edad. Es dificil estimar de forma precisa su prevalencia, debido al reflejo de la
inconsistencia de su definicion, condicionada a su vez por la diversidad de términos asociados
con este sindrome.

El grupo EGIR ha calculado la frecuencia tanto del SM (definicion de la OMS) como de
la RI (definicién del grupo EGIR) en la poblacion no diabética y ha afiadido los datos de 8
estudios epidemioldgicos europeos (EGIR, 2002). En Europa, la prevalencia global del SM
(definicion de la OMS, pero excluyendo diabéticos) fue del 23 % en varones y del 12 % en
mujeres, oscilando entre el 7 y el 36 % para varones seglin la edad y entre el 5y 22 % para
mujeres entre 40 y 55 afios. El sindrome de RI (definicion EGIR, también en no diabéticos)
fue menos frecuente que el SM (definicion OMS): 16 % en varones y 9.7 % en mujeres. En
Espaifia, el estudio VIVA (Variability of Insulin with Visceral Adiposity), incluido en las
estimaciones europeas del EGIR, ha detectado una prevalencia para el SM (OMS) del 19.3%
y para la RI del 15.5% (Tabla 2).
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Estos datos muestran que tanto el SM como la RI, independientemente de la definicion
empleada, son altamente prevalentes tanto en poblacion europea como espafiola, lo que tiene
importantes implicaciones para la asistencia sanitaria. Es de destacar la mayor prevalencia del

trastorno en las mujeres espafiolas respecto a las europeas.

Tabla 2 Prevalencia del sindrome metabdlico y de resistencia a la insulina segun criterios OMS
Y EGIR en poblacion no diabética europea y espaiiola (%) .

Espaia Europa
EGIR SM OMS RI EGIR SM OMS RI
Varones < 40 afios 12.7 19.6 10.0 14.0
Varones 40 - 55 afios 15.7 20.7 10.0 20.0
Varones >55 afios 17.5 26.3 22.0 31.0
Total Varones 15.6 22.1 16.0 23.0
Mujeres < 40 afios 5.8 7.9 3.0 4.0
Mujeres 40 — 55 afios 14.1 13.9 7.0 10.0
Mujeres > 55 afios 23.9 28.8 16.0 20.0
Total Mujeres 15.4 17.1 9.7 12.0
TOTAL 15.5 19.3 13.0 17.0

“Consenso del Grupo de Trabajo Resistencia a la Insulina de la Sociedad Espariiola de Diabetes” (2002)

1.5 GENETICA DEL SM
1.5.1 Herencia del SM. Genes y Ambiente

El SM es una entidad poligénica y multifactorial (Groop, 2000; Martinez-Larrad y col.,
2002). Los datos disponibles de estudios de familia y poblacionales, muestran que el SM esta
influenciado por un fuerte componente genético, con una gran variabilidad entre diferentes
grupos étnicos. De hecho, se ha demostrado que el 45% de los familiares de primer grado de
pacientes con diabetes tipo 2, incluso con niveles de glucosa normales, presentan RI (Beck-
Nielsen y col., 1994; Groop y col., 1996). El impacto genético en la variacion del indice de
masa corporal es de entre un 40 y 70% con diferencias entre individuos y grupos étnicos. Esta
situacién es incluso mas importante en la obesidad visceral (Bouchard y col., 1996; Despres y

col., 1999), una condicién clave en la patogénesis del SM, en el que el 60% de la variacion de
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los depositos de grasa abdominal se debe probablemente a factores genéticos. Dicha sospecha
estéd sostenida por los hallazgos de Groop y col. (1996) en familiares de pacientes con DM2.

Todo este componente genético (Stern, 1997; Groop, 2000) esta fuertemente modulado
por factores ambientales relacionados con los habitos/estilos de vida como el exceso en la
ingesta calorica, baja actividad fisica, exceso de grasas saturadas, dieta con bajo contenido en
fibra, excesivo consumo de alcohol y tabaquismo. Se ha demostrado recientemente (Stephens
y Humphries, 2003), que el efecto de la interaccion entre factores genéticos y ambientales es
mayor que el de estos dos componentes aisladamente. Sin embargo, no se dispone de
evidencias cientificas suficientes para definir nitidamente las caracteristicas de la compleja
interaccion genes-ambiente. Ciertos estudios (Mayer y col., 1993a) han mostrado que los
niveles circulantes de insulina estan directamente asociados a la ingesta de grasa dietética e
inversamente al grado de actividad fisica (Regensteiner y col., 1991; Mayer y col., 1998) y al
consumo (moderado) de alcohol (Mayer y col., 1993b). Por otra parte existen datos sélidos
que muestran el efecto beneficioso del ejercicio fisico en la prevencion de la DM 2 desde el
estadio de intolerancia a la glucosa (Tuomilehto y col., 2001).

La busqueda de los efectos de interacciones genes-ambiente en estudios
epidemiologicos es esencial para comprender las variaciones individuales étnicas y
poblacionales de prevalencia/incidencia del SM, pero su interpretaciéon requiere un
planteamiento adecuado sobre las bases de un apropiado tamafio muestral y de una
metodologia bien definida (Luan y col., 2001a).

Por tanto, parece ser que tras el SM existe un genotipo ahorrador. Segun esta hipotesis
de los genes ahorradores, (Neel, 1962) las personas que viven en un medio con un aporte
alimentario inestable podrian incrementar al méaximo su probabilidad de supervivencia si
pudiesen potenciar el almacenamiento del excedente de energia, como por ejemplo la grasa
abdominal. Cuando este genotipo almacenador de energia se expone a la abundancia de
alimentos tipica de las sociedades occidentalizadas, se convierte en perjudicial y origina la
resistencia a la insulina y la diabetes tipo 2 (Groop y col., 1997). Este genotipo ahorrador
emerge en diferentes grupos étnicos cuando se comparan sus estilos de vida (rural sobre
urbano) (Zimmet y col., 1983; Ravussin y col., 1994; Mekeigue 1999). Los indios Pima que
viven Arizona (USA) siguen unos estilos de vida tipicos de los paises occidentalizados como
una alta ingesta caldrica, principalmente de grasas saturadas, alto consumo de alcohol y una
baja actividad fisica, presentando una alta prevalencia de obesidad, DM 2 y RI. Por el
contrario, en los indios Pima genéticamente idénticos, que viven en Méjico y que han

mantenido sus estilos de vida tradicionales del medio rural (alta actividad fisica, baja ingesta
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Introduccion

calérica con bajo contenido en grasas, dieta rica en fibra) la obesidad y otras alteraciones del
SM son poco frecuentes. Observaciones similares se han descrito en poblaciones indigenas de
las islas de Nauru y Mauricio del Océano Pacifico e Indico (Zimmet y col., 1983) asi como en
Mexicanos Americanos (Mekeigue, 1999) en las cuales se ha analizado la prevalencia de
obesidad, DM 2 y otras alteraciones del SM comparando estilos de vida en el medio rural y en
el medio urbano.

Por todo ésto, parece que las bases de la emergencia del SM en cada individuo y en
poblaciones particulares estdn en las complejas interacciones genes-factores ambientales

(estilos de vida).

Polimorfismos genéticos

El término polimorfismo se refiere a la presencia de dos o mas formas de un gen en una
poblacion, con una frecuencia igual o superior al 1 %. La variacion genética da lugar a
diferentes alelos que son las posibles formas alternativas de un gen. Un polimorfismo puede
determinar o no diferencias fenotipicas, ademas de constituir en ocasiones marcadores
moleculares de utilidad clinica. Los cambios en la secuencia de ADN pueden producirse en

las regiones codificantes (exones) o no codificantes (intrones, regiones reguladoras, etc).

1.5.2. Estrategias para el estudio de la genética del Sindrome Metabélico
1.5.2.1 Aspectos Generales

La seleccion de los sujetos de estudio, afectados y no afectados, es de gran importancia
en los estudios genéticos. Los sujetos del estudio deben tener un origen étnico similar para
evitar resultados de falsos positivos debido a la heterogeneidad genética entre diferentes
poblaciones. Los individuos afectados deben ser incluidos en el estudio de acuerdo a un
criterio de seleccion bien definido respecto a las caracteristicas clinicas de la patologia
estudiada. Esto podria constituir un problema, dado que un criterio estricto limita el numero
de sujetos del estudio y disminuye el poder del mismo, pero un criterio menos estricto podria
conducir a una dilucion de los resultados. En algunos casos el poder del analisis estadistico
podria ser incrementado con la inclusion de familiares que no cumplen los criterios de
seleccion para individuos afectados pero manifiestan sintomas de la enfermedad. Esto sélo
deberia ser aceptado cuando estos individuos tienen familiares que cumplen el criterio

original de inclusion, sugiriendo un efecto genético similar.
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Las bases genéticas de la enfermedad pueden ser investigadas aplicando varias
estrategias como son el estudio de “genes candidatos” y la “prospeccion o barrido genémico

inespecifico.

1.5.2.2. Estudio de genes candidatos.

Los genes candidatos son aquellos genes identificados segiin la patologia que su
alteracion causa en animales, o de los que se sospecha su relacion con algun proceso
fisiologico del que dependa esa patologia, como son los genes implicados en la regulacion de
la homeostasis de la glucosa, metabolismo lipidico, coagulacion y fibrinolisis, secreccion y
accion de la insulina, asi como todos aquellos que se piensa que pueden ser relevantes en la
patogénesis de la diabetes tipo 2, obesidad central y otros componentes del SM. El
conocimiento inadecuado de estos mecanismos restringe el uso de la bisqueda de estos genes
candidatos en el estudio de enfermedades multifactoriales como el SM. Existe una gran
cantidad de genes que son expresados en células de las distintas patologias que constituyen el
SM, pero actualmente solo se conoce la funcion de una pequeia fraccion de posibles genes
candidatos relacionados en la patogénesis del SM. Varias técnicas pueden ser aplicadas para
explorar variantes en los genes candidatos, como por ejemplo: el andlisis de “single-strand
conformation polymorphism” (SSCP) y secuenciacion directa para la busqueda de nuevas
variantes en genes candidatos, el analisis de polimorfismos de longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLP) o los marcadores de microsatélites usados para estudiar variantes

conocidas que estan dentro o proximas a los genes candidatos de interés.

1.5.2.2.1 Estudios de asociacion

En los estudios de asociacion la frecuencia de las variantes de genes candidatos de
importancia bioldgica en la patogénesis de la enfermedad es comparada en los casos y
controles cuidadosamente seleccionados para que sean representativos de la poblacion
original. Una variante en el gen candidato estd asociada con el rasgo de la enfermedad si
existe una diferencia significativa en la frecuencia de los casos comparados con los controles
(Lander y col., 1994). Una asociacion de un polimorfismo con la enfermedad puede indicar
una verdadera relacion causal mutacion-enfermedad. En los estudios de asociacion se debe
prestar especial atencion en la seleccion de los sujetos controles para evitar resultados falsos
positivos que pueden resultar de una inadecuada eleccion de casos y controles. El objetivo de
estos estudios es elucidar una posible asociacion de un marcador con la enfermedad. Un

polimorfismo puede también estar en desequilibrio de unién con una variaciéon de un gen
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cercano que es el verdaderamente causante sugiriendo que éste es solamente un marcador para
la verdadera causa de la enfermedad. Un resultado negativo en un estudio de asociacion indica
que no hay evidencias de causalidad entre la variante y la enfermedad. Ademas una muestra

de sujetos inadecuada podria conducir a una perdida de asociacion.

1.5.2.2.2 Analisis de Ligamiento.

El analisis de un marcador localizado en un gen candidato o en sus proximidades podria
revelar la existencia de variantes que juegan un papel importante en la etiologia de la
enfermedad. Para analisis de ligamiento son necesarios grandes “arboles familiares” de varias
generaciones consecutivas de una misma poblacion homogénea con muchos individuos
afectados y no afectados. En estos andlisis se prueban diferentes modelos de herencia
(dominante o recesiva) para encontrar el mejor modelo que pudiese explicar la unién entre un
rasgo de la enfermedad y un gen causante. Este método es de eleccion para enfermedades
monogénicas que siguen un modelo de herencia Mendeliana, pero no es muy util para
enfermedades multifactoriales o complejas como el SM, donde el modelo de herencia no esta
claro. Ademas el uso de un modelo erréoneo podria pasar por alto ligamientos verdaderos o

reconocer como verdaderos falsos ligamientos (Lander y col., 1994).

1.5.2.3 Prospeccion o barrido genomico inespecifico

Otra estrategia consiste en la prospeccion o barrido gendémico inespecifico, andlisis en el
que se investiga la asociacion genotipica de un ntimero elevado de polimorfismos situados a
intervalos mas o menos regulares en el genoma, pero sin que se tengan sospechas previas de
su posible relacion con la enfermedad. Los resultados de la prospeccion permiten identificar
regiones cromosomicas implicadas y/o, en algunos casos, genes posicionales candidatos.
También aqui son necesarios grandes “arboles familiares”; pero en cambio, éste tipo de
andlisis es una herramienta mas eficiente para la investigacion de enfermedades
multifactoriales o complejas. Esta es la estrategia utilizada para la identificacion de genes
candidatos desde que se ha secuenciado el genoma humano completo, mientras que la
estrategia de busqueda de potenciales genes candidatos anteriormente citada Unicamente
permite estudiar genes aislados. En este barrido genomico se genotipa la totalidad del genoma
con marcadores polimoérficos localizados preferentemente a intervalos a lo largo del mismo

(Brown, 1994) .
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1.6 GENES CANDIDATOS PARA EL SINDROME METABOLICO

Los genes candidatos investigados en el presente estudio son los receptores beta
adrenérgicos (B2 y B3), el receptor activado por los proliferadores de peroxisomas (PPARY),
el gen de la proteina desacoplante de la termogénesis (UCP1), y el de la glicoproteina
plasmatica (PC-1). Ademas de una descripcion detallada de estos genes, también se discuten

otros genes relacionados con el SM.

1.6.1 Genes relacionados con Obesidad

A pesar de que hace ya tiempo que existen numerosas evidencias de las bases genéticas
de la obesidad, su aceptacion es un avance relativamente reciente, al que han contribuido
especialmente los estudios en familias y los estudios de obesidad monogénica en modelos
animales que han permitido identificar, clonar y caracterizar varios genes, cuya mutacion
podria causar obesidad. Pero estos genes simples no son causantes (excepto casos muy
aislados) de los casos mas comunes de obesidad en humanos, en los que la situacion es mucho
mas compleja. Algunos de estos genes podrian promover la obesidad mediante interacciones
gen-gen o genes-ambiente. Sin embargo se han ido identificando otros genes, también
relacionados con el control del peso corporal en humanos (Palou y col., 2000; Arner, 2000).

El tejido adiposo se acepta actualmente como un organo endocrino-metabolico
extremadamente activo con multiples funciones que superan la concepcién tradicional de
“mero organo pasivo de depdsito de grasa protectora y termoreguladora” (Ahima y Flier,
2000a). Una activa investigacion en los ultimos afios ha identificado numerosos péptidos
sintetizados/expresados en el tejido adiposo y liberados al torrente circulatorio de modo que
gjerzan acciones autocrinas/paracrinas y endocrinas en otros tejidos. Entre estos péptidos son
de importancia fundamental la leptina (reguladora del apetito y de otras funciones fisioldgicas
como es la secreccion/accion de la insulina, etc...) (Zhang y col., 1994; Leyva y col., 1998),
la resistina (Steppan, 2001), adiponectina (Maeda y col., 1996), TNF-a. y otros (Matsuzawa y
col., 1999).
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Tabla 3. Genes candidatos para obesidad y/o diabetes tipo 2.
(Estudios de asociacion mads relevantes).

GENES CANDIDATOS ASOCIACION
Si NO
ACIDOS GRASOS LIBRES Y
METABOLISMO LIPIDICO
Receptor adrenérgico 32 (Ishiyama y col.,1999) (Oberkofler y col., 2000)

(Meirhaeghe y col., 2000a) | (Hayakawa y col., 2000)

(Magre y col., 1998) (Shimada y col., 1996)

Hormona lipasa sensible (Lavebratt y col., 2002) (Stumvoll y col., 2001a)

METABOLISMO DEL
TEJIDO ADIPOSO -

(Deeb y col., 1998) (Mancini y col., 1999)

(Altshuler y col., 2000) (Sramkova y col., 2002)
PPARy2 (Gonzélez-Sanchez y col.,

2002)
PRODUCCION DE CALOR

.. (Hoffstedt y col., 1999) (Oeveren y col., 2001)

Receptor B3 adrenérgico (Oizumi y col., 2001) (Santos y col., 2002)

Proteina desacoplante- 1 (UCP-1) | (Heilbronn y col., 2000) (Schiffler y col., 1999)

1.6.1.1. Leptina y Receptor de Leptina

El gen “obeso” (0b) expresado por el adipocito, codifica para la hormona leptina que el
tejido adiposo libera a la circulacion y que al llegar al cerebro, al actuar sobre los receptores
de leptina (gen db), informa del nivel de reservas grasas, produciendo cambios en el
comportamiento alimentario, con una supresion del apetito, asi como un incremento de la
actividad metabolica (Auwerx y Staels, 1998; Mantzoros, 1999).

Se ha demostrado que los niveles plasmaticos de leptina estan incrementados en
individuos con obesidad, RI y dislipidemias (Mantzoros, 1999; Matsubara y col., 2000).
Ademas la leptina puede contribuir a la aterosclerosis al inducir estrés oxidativo en las células
endoteliales con un efecto calcificante a nivel vascular (Bouloumie y col., 1999; Parhami y

col., 2001).
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El descubrimiento este gen “obeso” de la leptina creé grandes expectativas sobre su
impacto en la patogénesis de la obesidad basadas en resultados obtenidos en ciertos modelos
animales (ratones ob/ob) mostrando que una mutacién en el gen de la leptina (cromosoma
7q31.3) era la causa de su obesidad, y que ésta era reversible con la administracion de leptina
en otros animales de experimentacidon (ratas obesas) (Zhang y col., 1994). Sin embargo,
ninguna mutacién en la molécula de leptina ni en su receptor se han demostrado causantes de
algunas de las formas comunes de obesidad en humanos, salvo en muy raros casos de

obesidad familiar infantil con hipogonadismo (Montague y col., 1997; Strobel y col., 1998).

1.6.1.2 Proteinas Desacoplantes de la Termogénesis (UCPs)

Los tres miembros de esta familia de proteinas (UCP1, UCP2, UCP3) estan localizadas
en la membrana interna de la mitocondria y juegan un papel muy importante en la regulacion
de la termogénesis a través del desacoplamiento energético de la fosforilacion oxidativa en la
cadena respiratoria mitocondrial (Schrauwen y col., 1999; Ukkola y col., 2001a). Dicho
desacoplamiento hace que la energia obtenida de los nutrientes se disipe como calor de forma
regulable a través de las UCPs, en vez de utilizarse para la sintesis de ATP. Cada una de estas
UCPs se expresa preferentemente en determinados tejidos. La UCP1 estd presente
exclusivamente en el tejido adiposo marrén, la UCP2 en varios tejidos incluyendo el tejido
adiposo y la UCP3 en el musculo esquelético. Debido a su presumible funcion reguladora en
el gasto energético, los genes de estas proteinas desacoplantes fueron considerados, en
principio, los genes candidatos mas implicados en la herencia de la obesidad, pero estudios
realizados in vitro e in vivo en los Ultimos afios han lanzado dudas sobre estas presunciones
(Warden 1999; Groop 2000).

El gen de la UCPI se encuentra localizado en el cromosoma 4 (4q28-q31). El papel de
la termogénesis mediada por la UCP1 en la obesidad en humanos no esta claro (Himms-
Hagen, 2001), pero la presencia de la variante —3826 A—G en la region del promotor del gen
de la UCP1 (Oppert y col., 1994) ha sido asociada con una reduccion en la expresion del
ARN mensajero de la UCP1 (Esterbauer y col., 1998), una menor perdida de peso en sujetos
sometidos a una dieta hipocalérica (Fumeron y col.,, 1996) y con otras alteraciones
metabolicas del fenotipo obeso (Proenza y col., 2000). Sin embargo estas asociaciones no se
han encontrado en otras poblaciones Caucasoides (Gagnon y col., 1998). Por otro lado, se ha
descrito una interaccion entre el gen del receptor f3-adrenérgico y el gen de la UCPI con

respecto a la tasa metabolica basal, ganancia y pérdida de peso en sujetos obesos de poblacion
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Finlandesa y Francesa (Clement y col.,, 1996; Sivenius y col., 2000). Sin embargo, en
conjunto, hay datos que no apoyan una importante contribucion de genes involucrados en la
expresion de las moleculas de las proteinas desacoplantes en la predisposicion genética para la

obesidad y/o en la patogénesis del SM (Vidal-Puig, 2000; Arner, 2000).

1.6.1.3 Genes Adrenoreceptores

Esta familia de proteinas catecolamina-sensibles (B2, B3) estimulan la lipolisis a nivel
de la grasa visceral. Los genes que controlan su expresion se han postulado como potenciales
genes candidatos para explicar la predisposicion de formas comunes de obesidad en humanos,

y mas especificamente en favorecer los depositos de grasa abdominal (Arner y col., 1999).

Receptor f3-Adrenérgico.

Este gen, localizado en el cromosoma 8 (8p12-p11.2), ha sido estudiado extensamente
en muchas poblaciones. Allison y colaboradores (1998) han publicado un analisis critico de
varios estudios con resultados divergentes en cuanto al papel de este receptor en la obesidad
humana. El receptor B3 adrenérgico, seguramente juega un papel importante en el gasto
energético a través de la estimulacion de la termogénesis, mediada por la proteina
desacoplante de la termogénesis (UCP1), en el tejido adiposo marréon de roedores (Giacobino,
2002) y la lipolisis en el tejido adiposo blanco tanto de roedores como de humanos (Large y
col., 1998). Este receptor B3 se expresa en el tejido adiposo marron en roedores y también en
la grasa visceral en humanos. Los agonistas del receptor B3 activan la termogénesis in vivo asi
como en experimentos in vitro. Tres estudios realizados en tres poblaciones diferentes en el
mismo afio (1995) han descrito una mutacion localizada en el codon 64 del dominio
intracelular de este receptor dando lugar a una sustitucion de triptofano por arginina en esa
posicion 64 (Trp64Arg). En estos estudios se encontrd una asociacion entre este polimorfismo
Trp64Arg, obesidad visceral y otras alteraciones del SM (Strosberg, 1997; Arner y Hoffstedt,
1999). Este polimorfismo también ha sido asociado con alteraciones de su funcion lipolitica
(Hoffstedt y col., 1999; Umekawa y col., 1999), una menor tasa metabdlica basal (Walston y
col., 1995) y una tendencia a una mayor ganancia de peso en individuos obesos (Clement y
col., 1995), sin embargo en otros estudios no se han observado estas asociaciones (Rissanen y
col., 1997a; Buettner y col., 1998). A pesar de todas estas discrepancias, el gen del receptor

[3-adrenérgico todavia permanece como un posible gen candidato en sujetos obesos, debido
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a que esta mutacion funcional altera la lipolisis estimulada por catecolaminas en las células
grasas de humanos causando una disminucién en la tasa metabolica basal. Ademas se ha
descrito un efecto aditivo de este polimorfismo (Trp64Arg) junto con el —3826A—G de la

UCP1 en el desarrollo de obesidad (Clement, 1996; Evans y col., 2000a).

Receptor f2-Adrenérgico.

El receptor B2-adrenérgico es el principal receptor lipolitico en el tejido adiposo blanco
(Arner y Hoffsted, 1999). Varios polimorfismos en este gen, localizado en el cromosoma 5
(5p31-q32), han sido relacionados con alteraciones en la funcién de este receptor (Green y
col., 1994; Liggett, 1997). Especificamente el polimorfismo GIn27Glu, que implica la
sustitucién de un residuo de glutamina por otro de acido glutdmico en el codon 27, se ha
postulado como uno de los mas probables candidatos en las formas comunes de obesidad en
humanos (Large y col., 1997). Sin embargo, los datos disponibles publicados no han sido
concordantes. Varios estudios han mostrado que el alelo Glu27 esta asociado con obesidad,
diabetes mellitus tipo 2 e hipertrigliceridemia (Large y col., 1997; Ishiyama-Shigemoto y col.,
1999; Meirhaeghe y col., 2000a) con notables diferencias entre grupos étnicos en cuanto a la
fortaleza de esta asociacion. También se han descrito diferencias en cuanto al sexo
relacionadas con el efecto del impacto del alelo Glu27 en el grado de obesidad (Hellstrom y
col., 1999) con posible influencia de la cantidad/calidad de la dieta (Ukkola y col., 2001b).
Algunos estudios no han encontrado asociacion entre este polimorfismo y obesidad (Echwald
y col., 1998; Kortner y col., 1999; Oberkofler y col., 2000; Hayakawa y col., 2000; Ukkola y
col., 2000).

En resumen, a pesar de las discrepancias encontradas, es posible que este polimorfismo
en el gen del receptor B2-adrenérgico juegue un papel importante en el fenotipo de algunas

alteraciones del SM, como obesidad y DM2.

1.6.1.4 Factor de Necrosis Tumoral o (TNF-o))

Este péptido es una citoquina con un papel bien conocido como mediador en la
respuesta inflamatoria en adipocitos normales y en el musculo esquelético en sujetos no
obesos, y se encuentra sobreexpresado en el tejido adiposo de sujetos obesos (Hotamisligil y
col., 1994a). Se ha demostrado que el TNF-a puede producir RI al inhibir la autofosforilacion
de los residuos de tirosina en la subunidad 3 del receptor de insulina, una primera etapa en la

accion de la insulina después de que la hormona se une a este receptor en la superficie de las
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células de los tejidos diana (Hotamisligil y col., 1994b; Liu y col., 1998). Ademas el TNF-a
induce apoptosis de las células del tejido graso donde estimula la lipolisis (Prins y col., 1997).
No existen actualmente muchos estudios analiticos del gen del TNF-a (localizado en el
cromosoma 6p21.3) que muestren su relacion con el desarrollo de obesidad y RI, y los
resultados disponibles de la mayoria de estos estudios son poco convincentes. Asi el
polimorfismo —308 G/A en la region del promotor de este gen se ha asociado a obesidad y a
resistencia a la insulina en algunos estudios (Fernandez Real y col., 1997) pero no en todos
(Walston y col., 1999; Lee y col., 2000; Koch y col., 2000; Rasmussen y col., 2000a).
Ademas en estudios recientes en individuos sanos, familiares de pacientes con diabetes
mellitus tipo 2 (Koch y col., 2000; Rasmussen y col., 2000a), no se ha encontrado asociacion
alguna entre sensibilidad a la insulina y el alelo A (mutado). También en mujeres de la
poblacion Sueca se observo una asociacion del genotipo homocigoto AA, con un aumento en
la acumulacion de grasa (Hoffstedt y col., 2000), y otro estudio realizado en sujetos con
obesidad también ha demostrado una asociacion este polimorfismo y RI (Dalziel y col.,

2002).

En resumen, el papel del gen del TNF-a como uno de los genes candidatos en el
genotipo de obesidad y del SM es probable pero todavia no ha sido demostrado, requiriendo

por tanto muchos mas estudios de asociacion y ligamiento.

1.6.1.5. Gen de Adiponectina

La adiponectina es una proteina especifica del tejido adiposo presente en el plasma
circulante cuyos niveles plasmaticos estdn inversamente correlacionados con la RI (Ouchi y
col 1999; Hotta y col., 2000; Weyer y col., 2001) y su expresion estd reducida en presencia de
obesidad (Arita y col 1999; Yang y col., 2001). Aunque las funciones de esta proteina no
estan totalmente conocidas, recientemente varios grupos han demostrado que modelos
animales de obesidad y diabetes la administracion de adiponectina incrementa la oxidacion de
acidos grasos en el musculo, disminuye la produccion hepatica de glucosa y promueve la
pérdida de peso, mejorando la sensibilidad a la insulina y la tolerancia a la glucosa (Fruebis y

col., 2001; Yamauchi y col., 2001; Berg y col., 2001; Combs y col., 2001).

Por otro lado, dos grupos independientemente han descrito un locus localizado en el
cromosoma 3q27, en el que se encuentra el gen de la adiponectina, implicado en la resistencia

a la insulina, SM (Kissebah y col., 2000) y DM2 (Vionnet y col., 2000).
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En este gen de la adiponectina se han estudiado diferentes “polimorfismos simples de
nucleotidos” (SNPs). Uno de ellos corresponde a la sustitucion de timina por guanina en el
exon 2 (45T—G) y otro a la sustitucion de guanina por timina en el intréon 2 (276G—T) que
han sido asociados con un aumento en el riesgo para diabetes tipo 2 asi como con una mayor
RI en sujetos portadores de los genotipos G/G en las posiciones 45 y 276 de la poblacion
(Hara y col., 2002). En este mismo estudio el alelo G en la posicion 276 estuvo linealmente
asociado con menores niveles plasmaticos de adiponectina. De igual modo, en otro estudio
llevado a cabo en poblacion Caucasoide, estos 2 SNPs estuvieron también asociados con

alteraciones del SM (Menzaghi y col., 2002).

Dado que los bajos niveles de adiponectina en plasma han sido asociados con un
incremento en la adiposidad y RI, se sugiere que la hipoadiponectinemia puede ser un defecto

determinado genéticamente que contribuye a las alteraciones del SM.

1.6.1.6 Otros genes relacionados con Obesidad

Datos sobre mutaciones presentes en genes que controlan la expresion de péptidos
implicados en la ingesta y de otros relacionados con los mecanismos del apetito-saciedad en
el sistema nerviosos central permanecen atn sin estudiar en profundidad. Entre los
componentes orexigénicos, el neuropéptido Y (NPY) y otros relacionados con la proteina
Agouti son de especial interés. En el ntcleo arqueado del hipotdlamo se originan sefiales
orexigénicas que se proyectan al nicleo paraventricular, de las que se originan vias eferentes
hipofisarias y las del sistema nervioso simpatico. Tanto el nucleo paraventricular como el
nicleo arqueado disponen de receptores de leptina. E1 NPY es bien conocido por ser un
potente estimulador de la ingesta. La inyeccidon central de NPY demuestra que el nucleo
paraventricular y el area periférmica adyacente son las regiones mas sensibles y reproduce, en
gran medida, los efectos de la deficiencia de leptina, incluyendo la hiperfagia, la
hiperinsulinemia con RI, y la disminucion de la termogénesis en el tejido adiposo marrén
(Erickson y col., 1996a; Erickson y col., 1996b). El NPY ejerce su accion a través de distintos
receptores (Y1 a Y5), siendo los Y5 los mas selectivos para estimular la ingesta. La existencia
de estos receptores Y5, cuyo gen se encuentra en el cromosoma 4 (4q31-q32), junto con la
observacion de que la deficiencia en NPY (NPY-/NPY) reducia el grado de obesidad en
ratones obesos ob/ob, son las evidencias mas recientes del importante papel regulador del

NPY en la ingesta de alimentos, mediada por leptina (Stanley, 1993). Actualmente no existen
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muchos datos disponibles en humanos, ni sobre genes relacionados con la proteina Agouti.

Recientemente se ha identificado una nueva hormona llamada resistina (Steppan y col.,
2001). Esta hormona es expresada y segregada especificamente por el tejido adiposo y se ha
postulado como un nexo de unién entre obesidad y diabetes mellitus tipo 2. La expresion del
gen de resistina (localizado en el cromosoma 19p13) y su secreccion por el tejido adiposo esta
regulada por las tiazolidinodionas (firmacos antidiabéticos orales), que son ligandos
especificos de los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPARY), lo que
podria explicar el efecto beneficioso de estos agonistas del PPARy sobre el estado de RI
(Steppan y col., 2001). Se ha observado que los niveles de resistina en sangre de roedores
disminuyen tras 48 horas de ayuno y se normalizan tras la ingesta. Los datos disponibles de
estudios experimentales en ratones indican que la resistina es una molécula “sefial”, segregada
por los adipocitos con un impacto significativo sobre la sensibilidad de la insulina y la
homeostasis de la glucosa. Asi se ha demostrado que la administracion de resistina en ratones
produce hiperglucemia y RI, si bien los tejidos “diana” especificos de la resistina no han sido
todavia confirmados. No obstante puede aceptarse que los tejidos preferentes son: el tejido
adiposo, el musculo esquelético y quizas higado y cerebro. En humanos los resultados son

escasos y nada concluyentes (Vidal-Puig y O’Rahilly, 2001).

Way y colaboradores (2001) han encontrado que en modelos obesos animales los
niveles de ARNm de resistina en el tejido adiposo blanco estaban disminuidos. A pesar de
estas discrepancias y de los resultados también conflictivos en modelos animales, es
especulativo que la resistina juegue un papel importante en la patogénesis del SM y su gen es

otro de los posibles candidatos todavia no investigados en profundidad.

1.6.2. Genes Relacionados con la accion de la Insulina

1.6.2.1.Gen del Sustrato del Receptor de Insulina (IRS-1)

Entre otros de los muchos genes candidatos esta el que codifica para el sustrato del
receptor de insulina (IRS-1) (Pedersen, 1999), localizado en el cromosoma 2 (2q36). Este
IRS-1 es miembro de una familia de proteinas que unen la fosforilacion de la subunidad 3 del
receptor de insulina activado con una cascada de sefiales, que conducen finalmente a los
multiples efectos metabdlicos y no metabolicos de la hormona (Virkaméki y col., 1999). Se
han identificado multiples polimorfismos (Ura y col., 1996), uno de ellos Gly972Arg ha sido
asociado a RI (Hribal y col., 2000) y a un mayor riesgo de desarrollar diabetes tipo 2,

incrementandose en el caso de sujetos obesos (Sigal y col., 1996). Ademas este polimorfismo
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también se ha asociado a enfermedad cardiovascular en algunos estudios (Baroni y col.,
1999). Junto con los resultados de otros estudios se ha sugerido que este polimorfismo
Gly972Arg podria ser relevante en la prevalencia de RI en la poblacion general y quizas
mostrar algin impacto en el riesgo del desarrollo de RI en sujetos con una predisposicion

hacia diabetes mellitus tipo 2.

Los trabajos de genes que expresan otros miembros (IRS-2, IRS-3, IRS-4) (Pedersen,
1999) de la familia del sustrato de receptor de la insulina y otras moléculas de la cascada de

sefales de la insulina no son todavia muy concluyentes.

1.6.3. Genes de Enzimas Claves en el Metabolismo de l1a Glucosa

El gen de la glucogeno sintasa ha sido estudiado debido a su papel en el proceso de la
sintesis de glucodgeno, y debido a que en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 e incluso en
individuos no diabéticos parientes de sujetos con RI, presentan una deposicion anomala de
glucosa en forma de glucdgeno en el musculo esquelético (Schalin-Jantti y col., 1992). Varios
polimorfismos en el gen de la glucogeno sintasa (Orho y col., 1995) han propuesto a este gen
como otro de los posibles genes asociados a diabetes mellitus tipo 2 y otros componentes del
SM (Groop y col., 1993; Orho y col., 1999; Fenger y col., 2000), aunque ésto no ha podido

ser confirmado en otros estudios (Rissanen y col., 1997b).

1.6.4. Genes relacionados con la Sensibilidad/Resistencia a la Insulina
1.6.4.1 Familia de los PPARY.

Los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPARs) son receptores
nucleares pertenecientes a la familia de factores de transcripcion activados por ligandos (Fajas
y col., 1997; Auwerx, 1999). Los PPARs regulan la expresion de diversos genes implicados
en el metabolismo de los lipidos y de la glucosa (Auwerx, 1999). Se han descrito tres subtipos
de PPARs (a.,B,y), expresandose en diversos tejidos (Braissant y col., 1996). El gen de estos
receptores PPARY se encuentra localizado en el cromosoma 3 (3p25). Los PPARY se expresan
predominantemente en el tejido adiposo. Se han identificado ligandos especificos para cada
una de las isoformas. El receptor PPARY juega un papel muy importante en la diferenciacion
de los adipocitos y en la expresion de diversos genes (Spiegelman, 1998). Se han identificado
dos isoformas diferentes del PPARy: PPARy-1 y PPARy-2 (Zhu y col., 1995; Fajas y col.,
1997). PPARy-2 difiere de PPARY-1 en un residuo adicional de 28 aminoécidos en su region
NH,-terminal, codificada por el exon B (Zhu y col., 1995). PPARy-1 se expresa en diversos
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tejidos incluyendo el tejido adiposo, musculo esquelético, corazén e higado, mientras que
PPARYy-2 es expresada casi exclusivamente en el tejido adiposo (Braissant y col., 1996; Vidal-
Puig y col., 1996). El receptor PPARy es activado por ligandos naturales (acidos grasos y
prostanoides) y por ligandos de sintesis como las tiazolidinodionas (farmacos antidiabéticos
orales) que se unen con una alta afinidad a este PPARy estimulando la diferenciacion de los
adipocitos, y mejorando la sensibilidad a la insulina in vitro (Berger y col., 1996a; Berger y
col., 1996b; Sandouk y col.,1993). En estudios de expresion en fibroblastos se ha observado
que el PPARYy es el receptor predominante en la regulacion de la adipogénesis (Brun y col.,
1996). Estudios en humanos han demostrado que las tiazolidinodionas disminuyen la
resistencia a la insulina y la hipertrigliceridemia a través de su interaccion con el receptor
PPARy (Iwamoto y col., 1996; Antonucci y col., 1997). Todos estos datos sugieren al gen
PPARy como uno de los candidatos potenciales que podrian predisponer a obesidad,
hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia, bajos niveles de colesterol-HDL y en consecuencia al
desarrollo del SM. Luan y colaboradores (2001b) han descrito una interaccion entre este gen y
la ingesta de acidos grasos de la dieta, demostrando que cuando el cociente acidos grasos
poliinsaturados/saturados, procedentes de la dieta, es bajo, la media del IMC en los portadores
de la mutacion es mayor que en los individuos con genotipo normal, mediando un posible
efecto modulador de la dieta.

Se han descrito varias mutaciones en el gen del PPARY, algunas de las cuales estan
unidas a diabetes, obesidad y dislipemias (Ristow y col., 1998; Deeb y col., 1998; Stumvoll y
col., 2002). Estudios epidemiologicos han sugerido la existencia de una asociacion entre el
polimorfismo Prol2Ala en el exon B del receptor PPARYy, obesidad y otras alteraciones
metabolicas relacionadas con el SM (Beamer y col., 1998; Frederiksen y col., 2002) pero los

resultados no han sido siempre concordantes.
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Tabla 4. Genes candidatos para resistencia a la insulina y diabetes tipo 2.
(Estudios de asociacion mds relevantes)

GENES CANDIDATOS ASOCIACION

Si NO

ViA DE SENALES DE INSULINA

(Hribal y col., 2000) (Armstrom y col., 1996)

Sustrato de receptor de insulina 1 (IRS-1) )
(Sigal y col., 1996)

Sustrato de receptor de insulina 2 (IRS-2) (Mammarella y col., (D'Alfonso y col., 2003)
2000) (Bernal y col., 1998)

Sustrato de receptor de insulina 4 (IRS-4)
(Almind y col., 1998)

METABOLISMO LIPIDICO Y MEDIADORES

DE INSULINO RESISTENCIA (Dalziel y col., 2002) (Koch y col., 2000);
(Fernandez-Real y col., (Rasmussen y col., 2000a)

TNFa 1997)

PC-1 (Guy col., 2000) (Rasmussen y col., 2000b)

(Kubaszek y col., 2003) | (Hegele y col., 2001)

1.6.4.2 Glicoproteina de membrana (PC-1)

La glicoproteina de membrana PC-1 es una proteina transmembrana con multiples
funciones bioquimicas y esta presente en la mayoria de las células (Szanto y col., 2000). Esta
PC-1 inhibe la actividad tirosin-quinasa del receptor de insulina y se ha observado que cuando
estd sobreexpresada podria jugar una papel en la RI (Maddux y col., 1995; Frittitta y col.,
1996; Youngren y col., 1996; Goldfine y col., 1998).

El gen de glicoproteina de membrana PC-1 estd organizado en 25 exones en el cromosoma
humano 6q22-g23, en cuyo cromosoma también se han encontrado otros genes relacionados
con diabetes (Duggirala y col., 2001). La variante polimorfica K121Q (sustitucion de lisina
por glutamina en el codon 121) recientemente identificada, en el exon 4 del gen de la PC-1 ha
sido asociada con RI en algunas poblaciones Caucasoides (Pizzuti y col., 1999; Gu y col.,
2000) pero no en otras (Rasmussen y col., 2000b). Estudios realizados con fibroblastos han
demostrado que en los portadores del genotipo Q121K la actividad tirosin-quinasa del
receptor de insulina estaba reducida (Pizzuti y col., 1999). La PC-1 inhibe la sefiales del
receptor de insulina interaccionando directamente con el dominio de la subunidad o de dicho

receptor (Maddux y Goldfine, 2000).
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1.6.5 Genes relacionados con el Metabolismo Lipidico
Lipasas

Entre los muchos genes, tres lipasa son de especial importancia en regulacion de los
niveles plasmaticos de lipidos: la hormona lipasa sensible, expresada en el tejido adiposo, la
lipoprotein lipasa endotelial y la lipasa hepatica. Estos genes han sido estudiados como
contribuyentes potenciales al componente genético del SM y obesidad de tipo visceral.

La lipoproteina lipasa (LPL) es una enzima lipolitica del endotelio capilar del musculo y
del tejido adiposo. Defectos moleculares en el gen de la LPL producen disminucion de los
niveles de colesterol-HDL y un aumento en los niveles de triglicéridos. Se han descrito varias
mutaciones en el gen de la LPL como responsables de una pérdida completa o casi completa
de la funcion catalitica de esta enzima (Murthy y col., 1996; Ukkola y col., 2002). El
polimorfismo Asn291Ser en el gen de la LPL se ha asociado con niveles elevados de
triglicéridos, bajos niveles de colesterol-HDL y un aumento del riesgo cardiovascular
(aterosclerosis prematura) (Wittrup y col., 1999).

La lipasa hepatica (LH) puede hidrolizar triglicéridos y fosfolipidos en todas las
lipoproteinas. Mutaciones en la region del promotor del gen de la LH producen deficiencias
de LH, caracterizadas por triglicéridos anormales ricos en LDL y HDL. Los individuos con
deficiencias de LH presentaron un mayor riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular
prematura, a pesar del aumento en los niveles de HDL (Dammerman y Breslow, 1995).
También se han descritos varios polimorfismos en el gen de la LH afectando al perfil lipidico
y al riesgo cardiovascular (Pihlajaméki y col., 2000; Ji y col., 2002). La sustitucion G-250A
en el promotor de este gen, ha sido asociado con dislipidemias y RI en sujetos sanos y en
miembros de familias con hiperlipemia familiar combinada (Pihlajamiki y col., 2000).

Finalmente, también es de interés el gen FABP2, que codifica para la proteina
intestinal de union a acidos grasos (IFABP), expresada especificamente en las células
epiteliales del intestino delgado (Sweetser y col., 1987). Esta proteina se une con una alta
afinidad a acidos grasos saturados e insaturados de cadena larga, tomando parte en la
absorcion y el transporte intracelular de los acidos grasos. Defectos en este gen podrian
afectar a la capacidad de unién de la proteina, incrementandose la absorcion de acidos grasos
y la oxidacion de los mismos. De este modo, el polimorfismo Ala54Thr del gen FABP2 se ha
asociado con un incremento en la oxidaciéon de acidos grasos y RI en Indios Pima (Baier y
col., 1995) y en poblacion Japonesa (Yamada y col., 1997). Sin embargo, esta variante
polimorfica parece no estar asociada con RI ni con diabetes mellitus tipo 2 en poblaciones

Caucasoides (Tahvanainen y col., 2000; Erkkila y col., 2002).
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2. OBJETIVOS

Este estudio fue llevado a cabo con el objeto de estudiar las bases genéticas del
Sindrome Metabolico usando polimorfismos en genes candidatos en individuos de la
poblacion espafiola. Las bases genéticas del SM son poco conocidas pero los genes que
regulan la accion de la insulina, la resistencia a la insulina y la obesidad podrian jugar un
papel muy importante en la etiologia de la enfermedad.

Los objetivos concretos de esta tesis fueron:

1. Determinar en la poblacion general Espafiola las frecuencias de los polimorfismos de
genes de componentes del SM:

Gen del receptor 3-adrenérgico: GIn27Glu
Gen del receptor 3-adrenérgico: Trp64Arg
Gen de la UCP1: -3826A—G

Gen del receptor PPARYy: Pro12Ala

Gen de la PC-1: K121Q

2. Estudiar su asociacion con los componentes del SM y compararlas con otras poblaciones.

3. Analizar la relacion de los diferentes polimorfismos con parametros antropométricos y
bioquimicos relacionados con obesidad y otras alteraciones metabdlicas asociadas.

4. Analizar la relacion de los diferentes polimorfismos con Resistencia a la Insulina.

5. Analizar el efecto aditivo de los polimorfismos Trp64Arg y —3826A—G de los genes del
receptor PBs-adrenérgico y de la UCP1.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. POBLACION DE ESTUDIO

La poblacion analizada en este estudio es poblacion general, que se ha extraido de un
estudio multicéntrico del Estado Espafiol de disefio transversal. Dicho estudio fue llevado a
cabo para analizar las prevalencias en poblacion no conocida de Intolerancia a la glucosa en
ayunas (IGA), Tolerancia Anormal a la Glucosa a las 2hs (post sobrecarga) (TAG), y
Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM Tipo 2), y su relacion con factores de riesgo cardiovascular.
Este estudio epidemioldgico se llevo a cabo por el grupo de investigacion de Diabetes y
Lipidos del Hospital Clinico San Carlos, bajo la direccion del Profesor Dr. D. Manuel Serrano
Rios y que ha sido objeto de una tesis doctoral (Martinez-Larrad, 2001).

El disefio, los objetivos, el reclutamiento y las caracteristica de la poblacion analizada

en ese estudio, se recogen en el Anexo I.

La poblacion analizada en el presente estudio se identifico mediante muestreo aleatorio
estratificado del estudio poblacional previo y estd compuesta de individuos de ambos sexos
con edades comprendidas entre los 35 y 64 afios.

A continuacion se describe la poblacion analizada para el estudio de los diferentes

polimorfismos genéticos objeto de esta tesis doctoral.

3.1.1. Estudio I: Analisis del polimorfismo GIn27Glu del gen del receptor ,-adrenérgico

Se estudiaron 666 varones (n=319, 47.9%) y mujeres (n=347, 52.1%), de 35-64 afios,
reclutados del estudio multicéntrico del Estado Espafol de diseflo transversal citado
anteriormente, mediante aleatorizacion. De acuerdo al criterio del comité de expertos en el
diagnostico y clasificacion de diabetes mellitus (ADA 1997), los sujetos fueron clasificados
como normoglucémicos (NG), con intolerancia a la glucosa en ayunas (IGA) (n=39), con

tolerancia anormal a la glucosa a las 2 horas (TAG) (n=50), y diabéticos (DM) (n=26).
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3.1.2. Estudio II: Analisis de los polimorfismos Trp64Arg del gen del receptor [3;-
adrenérgico y del polimorfismo —3826A—G de la proteina desacoplante UCP1

332 sujetos participaron en el estudio; 160 varones (48.2%) y 172 mujeres (51.8%) con
edades comprendidas entre los 35 y 65 afios, aleatorizados de la poblacion general
anteriomente citada. Los participantes en el estudio fueron clasificados como obesos (IMC >
30) (n=93, 38 varones y 55 mujeres) y de acuerdo al grado de tolerancia a la glucosa como
normoglucémicos (NG) (n=217); con tolerancia anormal a la glucosa a las 2 horas (TAG)

(n=17); y con diabetes tipo 2 (DM) (n=19).

3.1.3. Estudio III: Analisis del polimorfismo Prol12Ala del gen del receptor activado por
proliferadores de peroxisomas (PPARY)

Se analizo el ADN de 464 individuos; 210 varones (45.3%) y 254 mujeres (54.7%)
aleatorizados de la poblacion general. 354 sujetos NG (81.8%); 35 con IGA (8.1%); 36 con
TAG (8.3%) y 8 individuos con DM tipo 2 (1.8%), 4 de los cuales eran obesos.

3.1.4. Estudio IV: Analisis del polimorfismo K121Q del gen de la Glicoproteina de
membrana (PC-1)

Se analizd el ADN de 293 individuos; 131 varones (44.7%) y 162 mujeres,
aleatorizados de la poblacion global. De estos sujetos 21 presentaron IGA (7.4%), 16 TAG
(5.7%), y 18 DM tipo 2 (6.4%).

3.2. VARIABLES DE ESTUDIO

3.2.1 PRESIONES ARTERIALES

- Presion arterial sistolica y diastolica.
3.2.2 MEDIDAS E iNDICES ANTROPOMETRICOS

- Peso (Kg), Talla (m), Indice de masa corporal (IMC): Peso (Kg)/Talla2 (m),
Circunferencia y cociente cintura/cadera (Ci/Ca), Diametro sagital abdominal (DSA).
3.2.3 DETERMINACIONES BIOLOGICAS (EN SANGRE VENOSA Y TRAS 12 HORAS DE
AYUNO):

- Tolerancia oral a la glucosa (75 gr. de glucosa, basal y 2 horas) segun los criterios
OMS (Expert Committee on Diabetes Mellitus, WHO Technical report series report series

646.pp1-80 Geneva 1980), Insulina, Insulina a las 2 horas, Proinsulina, Proinsulina a las 2
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horas, Leptina, Leptina a las 2 horas, Perfil Lipidico: Colesterol Total (CT), Triglicéridos
(TG), Colesterol-HDL (c- HDL), Colesterol-LDL (c-LDL)).

Intolerancia a la glucosa: El grado de Tolerancia oral a la glucosa se clasifico de acuerdo
a los criterios ADA 1997 (Report of the Expert Committee on the Diagnosis and
classification of Diabetes Mellitus. Diabetes Care, vol 21, Suppl 1, January, 1998):

Normo-glucémicos (NG):

Valores basales de glucosa < 110 mg/dl (6.1mmol/l).

Intolerancia a la glucosa en ayunas (IGA):

Valores basales de glucemia >110 mg/dl (6,1 mmol/l) y <126 mg/dl (7,0 mmol/l).

Tolerancia anormal a la glucosa a las 2 horas (TAG):

Valores de glucemia >140 mg/dl (7,8 mmol/l) y <200 mg/dl (11,1 mmol/l), a las 2

horas tras una sobrecarga oral de glucosa (TTOG).

Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM Tipo 2): Se consideran criterios diagnosticos de diabetes:

1. Sintomas de diabetes (poliuria, polidipsia y pérdida inexplicable de peso) mas
glucemia >200 mg/dl (11,1 mmol/l), realizada en cualquier momento del dia sin
tener en cuenta el momento de la tltima ingesta.

2. Valores basales de glucemia >126 mg/dl (7,0 mmol/l). Se considera basal, la no
ingesta calorica en las tltimas 8 horas.

3. Valores de glucemia >200 mg/dl (11,1 mmol/l), a las 2 horas tras una sobrecarga

oral de glucosa (TTOG).

Resistencia a la Insulina: En este estudio fue determinada por el método HOMA-IR
(Homeostasis model assessment of insulin resistance) utilizando las concentraciones de
glucosa e insulina basal, de acuerdo a la formula:

Insulina (nU/mL) x Glucosa (mmol/L)/22.5 (Matthews y col., 1985).

- LABORATORIO
Determinaciones biolégicas (en sangre venosa y tras 12 horas de ayuno):
Las determinaciones realizadas en el laboratorio son las siguientes:

- Tolerancia oral a la glucosa (Anexo I).

- Insulina
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La determinacion de insulina en suero se realizé por el método de doble anticuerpo por
radioinmunoensayo (RIA) (Insulina humana-especifica RIA, método LINCO, St.
Louise; MO). Valor de referencia: 5 - 15 pU/ml.

- Proinsulina

La determinaciéon se realizd por el método de anticuerpos policlonales por
radioinmunoensayo (RIA) (método de LINCO, St. Louise, MO). Valor de referencia:
7.94 £ 1.5 pmol.

- Leptina.

Se realiz6 por radioinmunoensayo (método de LINCO, St. Louise, MO), Valores de
referencia: en varones 3.8 = 1.8.ng/ml, en mujeres 7.4 + 3.7 ng/ml .

- Sistematico de sangre

Se realizd en un sistema automatizado (Hitachi 704, Boehringer Mannheim,
Alemania)..

- Perfil basico

Creatinina, urea, proteinas, albumina, calcio, acido urico, alanina aminotransferasa
(ALT), fosfatasa alcalina, glucosa.

- Perfil lipidico

Colesterol total (CT)

Se realizaron mediante determinacion enzimatica (colesterol oxidada, peroxidasa)
(CHOD-PAP, Boehringer Mannheim). Valor de referencia < 200 mg/dl (5.2 mmol/l).
Triglicéridos (TG)

Determinacion mediante hidrolisis enzimatica de los triglicéridos y valoracion
enzimatica del producto (GPO-PAP Bochringer Mannheim). Valor de referencia <
200 mg/dl (2.3mmol/l).

Colesterol-HDL (c-HDL)

M¢étodo: Enzimatico colorimétrico. Se determind en el sobrenadante previa
precipitacion de las VLDL, LDL vy quilomicrones acido fosfotungstico y
determinacion enzimatica en el sobrenadante del colesterol (HDL, Boehringer
Mannheim). Intervalo de referencia de 35 - 120 mg/dl .[ > 35 mg/dl (0.9 mmol/l)].
Colesterol-LDL (c-LDL)

Se estim6 mediante la formula de Friedewald, excepto cuando los triglicéridos

excedian de 400 mg/dl.
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3.3. ANALISIS DE LOS POLIMORFISMOS GENETICOS

La puesta a punto de la mayor parte de las técnicas de biologia molecular asi como los
analisis de muestras descritos a continuacion, se realizaron en el Laboratorio de Diabetes y
Lipidos del Hospital Clinico San Carlos de Madrid, dirigido por el Profesor Manuel Serrano

Rios.

3.3.1 Extraccion del ADN genémico humano

El ADN fue extraido de leucocitos mediante digestion con proteinasa K seguido de
extraccion con fenol/cloroformo (Sambrook y col., 1989) o alternativamente con un Kit
comercial de extraccion de ADN (Quiagen GmbH, Germany). Finalmente el ADN purificado
se disolvié en tampoén TE (Tris-HCL 10 mM pH 8.0; EDTA 1mM pH 8.0) o en agua
destilada.

3.3.2. Analisis del polimorfismo —3826A—G de la proteina desacoplante UCP1

Las condiciones para la amplificacion de la region que contiene el fragmento de 470
pb del gen de UCP1 fueron llevadas a cabo partiendo de 200-400 ng de ADN, en un volumen
de 26 pl, conteniendo 0.38 mM de cada dANTP, 10 % buffer (100mM Tris-HCI, 15 mM
MgCl,, 500 mM KCI, pH 8.3), 1.0 uM de cada cebador, y entre 0.3 y 0.63 U de Taqg DNA
polimerasa (Biotools, Spain). Los cebadores utilizados fueron: cebador A (sentido) 5’-
CTTGGGTAGTGACAAAGTAT-3’ y cebador B (antisentido) 5’-
CCAAAGGGTCAGATTTCTAC-3’. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un

termociclador modelo 9700 de Applied Biosystems, usando el siguiente programa:
95° C (desnaturalizacion inicial), 5 min.
95° C (desnaturalizacion), 30 seg.
58° C (hibridacion), 30 seg. 29 ciclos
72° C (sintesis), 40 seg.

72° C (sintesis final), 7 min
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El producto amplificado (470 pb) fue visualizado mediante electroforesis en geles de
agarosa al 2 %, con bromuro de etidio. EIl ADN fue visualizado en un transiluminador de luz

ultravioleta.

Este producto de PCR fue digerido a 55° C durante 3 horas con 5 U del enzima de
restriccion Bel 1 (Boehringer Mannheim Gmb, Germany), dando como resultado fragmentos
de 220 y 250 pb para —3826A homocigotos; de 220, 250 y 470 pb para -3826A—G
heterocigotos; y de 470 pb (sin cortar) para —3826G homocigotos.

Los fragmentos de ADN digeridos fueron visualizados mediante electroforesis en

geles horizontales de agarosa al 3%, y tincion con bromuro de etidio.

Figura 2. Esquema de la deteccion del polimorfismo —3826A—G del gen de la proteina
desacoplante UCPI.

I PRODUCTO DE PCR DE 470 pb

IE

Corta No Corta
| |
220 pb y 250 pb 470 pb
| |
Alelo -3826 A Alelo -3826 G

3.3.3. Anailisis del polimorfismo Trp64Arg del gen del receptor B3-adrenérgico

Partiendo de 300 ng de ADN, se amplifico el segmento de 248 pb que contiene el
codon 64 del receptor Bs-adrenérgico en un volumen de 26 pl, conteniendo 0.38 mM de cada
dNTP, 10 % buffer (100mM Tris-HCI, 15 mM MgCl,, 500 mM KCI, pH 8.3), 10 % DMSO,
20 pmol de cada cebador, y entre 0.5 y 0.9 U de Taq DNA polimerasa (Biotools, Spain). La
secuencia de cebadores utilizadas fueron las descritas por Walston y col. (1995). Cebador A
(sentido): 5’-CCAGTGGGCTGCCAGGGG-3" 'y cebador B (antisentido): 5-
GCCAGTGGCGCCCAACGG-3".
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Las reacciones de PCR se llevaron a cabo usando el siguiente programa
95° C (desnaturalizacion inicial), 5 min.
95° C (desnaturalizacion), 30 seg.
66° C (hibridacion), 30 seg. 29 ciclos
72° C (sintesis), 40 seg.

72° C (sintesis final), 7 min

El producto amplificado de 248 pb fue visualizado mediante electroforesis en geles de

agarosa al 2 %, con bromuro de etidio en un transiluminador de luz ultravioleta.

Este producto de PCR fue digerido a 60° C durante 3 horas con 5 U del enzima de
restriccion Bst N 1 (Boehringer Mannheim Gmb, Germany), dando como resultado
fragmentos de 61, 64 y 97 pb para homocigotos Trp64; de 61, 64, 97 y 158 pb heterocigotos
Trp64Arg; y de 64 y 158 pb para homocigotos Arg64Arg.

La visualizaciéon de los fragmentos de ADN digeridos se realiz6 mediante

electroforesis en geles horizontales de agarosa al 4 %, y tincién con bromuro de etidio.

Figura 3. Esquema de la deteccion del polimorfismo Trp64Arg del gen del receptor Ps-

adrenérgico.

I PRODUCTO DE PCR DE 248 pb
I

I BstN |

Fragmentos Fragmentos
| |
64, 61y 97 pb 64 y 158 pb
| |
Alelo Trp 64 Alelo Arg 64
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3.3.4. Analisis del polimorfismo GIn27Glu del gen del receptor [3;-adrenérgico

Las condiciones de la reaccion de la polimerasa en cadena (PCR) para la amplificacion
del fragmento de 353 pares de bases que contiene el codon 27 del gen del receptor (2-
adrenérgico fueron llevadas a cabo partiendo de 300-500 ng de ADN en un volumen de 26 pl,
conteniendo 0.38 mM de cada ANTP, 10 % buffer (100mM Tris-HCI, 15 mM MgCl,, 500 mM
KCI, pH 8.3), 10 % DMSO, 20 pmol de cada cebador, y entre 0.3 y 0.63 U de Taq DNA
polimerasa (Biotools, Spain). Los cebadores utilizados fueron los descritos por Large y col.
(1997). Las secuencias de estos cebadores son las siguientes: cebador A (sentido) 5’-
GGCCCATGACCAGATCAGCA-3’; cebador B (antisentido) 5’- GAATGAGGCTTC
CAGGCGTC- 3.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador modelo 9700 de

Applied Biosystems, usando el siguiente programa:
94° C (desnaturalizacion inicial), 4 min.
94° C (desnaturalizacion), 1 min.
63° C (hibridacién), 1 min. 30 ciclos
72° C (sintesis), 1 min.

72° C (sintesis final), 10 min

El producto amplificado (353 pb) fue visualizado mediante electroforesis en geles de
agarosa al 2 %, con bromuro de etidio. El ADN fue visualizado en un transiluminador de luz

ultravioleta.

Este producto de PCR fue digerido toda una noche a 37 °C con 1.5 U del enzima de
restriccion [tal (Boehringer Mannheim Gmb, Germany), dando como resultado fragmentos de
27,55, 97 y 174 pb para homocigotos GIn27; de 27, 55, 97, 174 y 229 pb para heterocigotos
GIn27Glu27; y de 27, 97 y 229 pb en homocigotos Glu27.

La visualizacion de los fragmentos de ADN digeridos se realizd mediante

electroforesis en geles horizontales de agarosa al 4 %, y tincion con bromuro de etidio.
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Figura 4. Esquema de la deteccion del polimorfismo GIn27Glu del gen del receptor B,-

adrenérgico.

I PRODUCTO DE PCR DE 353 pb
i

IE

Fragmentos Fragmentos
| |
27, 55, 97,174 pb 27,97, 229 pb
| |
Alelo GIn 27 Alelo Glu 27

3.3.5. Anadlisis del polimorfismo Prol2Ala del gen del receptor activado por
proliferadores de peroxisomas (PPARY)

Para la amplificacion del exéon B del gen PPARgamma se usaron los siguientes
cebadores; Cebador A: 5°- GAC AAA ATA TCA GTG TGA ATT ACA GC-3’ Y cebador B:
5’-CCC AAT AGC CGT ATC TGG AAG G-3’ (Valve y col., 1999). Las condiciones de PCR
para el fragmento de 267 pb, fueron desarrolladas en un volumen de 6 pl, conteniendo 100 ng
de ADN, 3 pmoles de cada cebador, 10 mmol/L Tris-HCI (pH 8.8), 50 mmol/L KCI, 1.5
mmol/L MgCl, , 0.1 % Triton X-100, 100 pmol/L deoxy dNTP, 0.25 U de Tag DNA
polimerasa (Finnzymes, Espoo, Finlanad) y 0.55 pCi [**P] dCTP.

94° C (desnaturalizacion inicial), 4 min.

94° C (desnaturalizacion), 30 seg.

66° C (hibridacion), 1 min. 35 ciclos
72° C (sintesis), 40 seg.

72° C (sintesis final), 6 min
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Las variantes fueron detectadas mediante single strand conformation analysis (SSCP)
en geles de poliacrilamida al 6 % segln las condiciones descritas por Valve y colaboradores
(1999).

3.3.6. Analisis del polimorfismo K121Q del gen de la Glicoproteina de membrana (PC-1)
Las condiciones para la amplificacion de la region que contiene el fragmento de 238
pb del gen de PC-1 fueron llevadas a cabo partiendo de 100-200 ng de ADN, en un volumen
de 20 pl, conteniendo 0.38 mM de cada dANTP, 10 % buffer (100mM Tris-HCI, 15 mM
MgCl,, 500 mM KCI, pH 8.3), 1.0 uM de cada cebador, y entre 0.3 y 0.63 U de Taq DNA
polimerasa (Finnzymes, Espoo, Finland). Los cebadores utilizados fueron los descritos por
Rasmussen y colaboradores (2000b). Cebador A (sentido): 5’-CTGTGTTCACTT
TGGACATGTTG-3’ y cebador B (antisentido): 5’-GACGTTGGAAGATACCAGGTTG-3".
Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador (modelo 9700 de

Applied Biosystems) usando el siguiente programa:

94° C (desnaturalizacion inicial), 4 min.

94° C (desnaturalizacion), 40 seg.

62° C (hibridacion), 40 seg. 35 ciclos
72° C (sintesis), 40 seg.

72° C (sintesis final), 4 min

El producto amplificado (238 pb) fue visualizado mediante electroforesis en geles de
agarosa al 2 %, con bromuro de etidio. E1 ADN fue visualizado en un transiluminador de luz
ultravioleta.

Este producto de PCR fue digerido durante 4 horas a 37 °C con 2 U del enzima de
restriccion Ava Il (New England Biolabs), dando como resultado fragmentos de 238 pb para
homocigotos K121K; de 238, 148 y 90 pb para heterocigotos K121Q; y de 148 y 90 pb en
homocigotos Q121Q. La visualizacién de los fragmentos de ADN digeridos se realizd
mediante electroforesis en geles verticales de poliacrilamida al 6 %, y tincién con bromuro de

etidio.
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Figura 5. Esquema de la deteccion del polimorfismo K121Q del gen de la Glicoproteina de
membrana (PC-1).

I PRODUCTO DE PCR DE 238 pb
I

I Avall

Corta No Corta
| |
148 y 90 pb 238 pb
| |
Alelo Q 121 Alelo K 121

3.4. CONSIDERACIONES ETICAS

Se pidi6 consentimiento informado previo a la realizacion del estudio transversal,
respetando las normas de la declaracion de Helsinki. Se mantuvo la confidencialidad de los
datos de acuerdo a la ley de proteccion de datos (LEY ORGANICA 5/92 DE 29 DE
OCTUBRE sobre la regulacion del tratamiento automatizado de los datos de caracter

personal, BOE 30 de Octubre de 1992).

3.5. ANALISIS ESTADISTICO

Las variables cualitativas se presentan con su distribucion de frecuencias. Las
variables cuantitativas se resumen en su media, desviacion estandar (DE), e intervalo de
confianza al 95 %.

Se evalu6 la asociacién entre variables cualitativas con el test de x* o prueba exacta de
Fisher. Se estim6 el odds ratio (razén de ventajas) junto a su intervalo de confianza al 95%
segun el método de Cornfield.

Se ajustd un modelo de regresion logistica, con el objeto de evaluar la asociacion de
aquellas variables en las que en analisis crudo el resultado de la p del contraste era inferior a
0.15. Se evaluo la existencia de interacciones. Se presentan los “odds ratios” ajustados junto a

sus intervalos de confianza al 95%.
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Se analiz6é el comportamiento de las variables cuantitativas por cada una de las
variables independientes categorizadas mediante el test de la t de Student (en comparaciones
de una variable con dos categorias) y/o el analisis de la varianzas (ANOVA). En todos los
casos se comprobo la distribucion de la variable frente a los modelos tedricos y se contrastd la
hipotesis de homogeneidad de varianzas.

Para el analisis entre pares de variables cuantitativas se utilizd el coeficiente de
correlacion de Pearson. Cuando la relacion era lineal, se ajustdé un modelo de regresion
multiple. La estimacion de parametros se calculé mediante el método de minimos cuadrados.

El estudio comparativo de las variables bioquimicas en los diferentes genotipos se
realizé mediante analisis de las varianzas. La distribucion de los diferentes genotipos en cada
uno de los grupos se analizd mediante la prueba de y>. Las frecuencias alélicas de los
diferentes polimorfismos se analizaron mediante tablas de 2x2.

En todos los contrastes de hipotesis se rechazo la hipotesis nula cuando el valor del
error de tipo I o error o era menor a 0.05.

El paquete informatico que se utilizo para el analisis fue SAS v 6.12 y SPSS v 10 para

Windows.
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4. RESULTADOS

4.1 ESTUDIO 1. POLIMORFISMO GIn27Glu DEL GEN DEL RECEPTOR BETA2

De los 666 sujetos participantes en este estudio, 186 (79 varones y 107 mujeres)
presentaron obesidad — definida como un IMC > 30. Estos individuos fueron clasificados
segun su grado de tolerancia a la glucosa como normoglucémicos (n=551, 82.7 %), con IGA
(n=39, 5.9 %), con TAG (n=50, 7.5 %) y con Diabetes Mellitus tipo 2 (n=26, 3.9%); 12 de los
cuales presentaban obesidad y 14 fueron considerados como no obesos. La distribucion del
polimorfismo GIn27Glu ,-AR en la poblacion estudiada (n=666) fue 39.4% (n=262), 46.8%
(n=312) y 13.8% (n=92) para GIn27GIn27, GIn27Glu27 y Glu27Glu27 respectivamente
(frecuencia del alelo Glu27: 0.372). Las frecuencias alélicas y genotipicas (tablas 5, 6, 7 y 8)
en nuestra poblacion de estudio estan en equilibrio segun la ley de Hardy-Weinberg.

Observamos una mayor prevalencia de homocigosis para el alelo Glu27 en mujeres
(tabla 5), aunque estas diferencias no alcanzaron el nivel estadistico de significacion

(p=0.075).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la distribucion del

genotipo respecto al IMC (tabla 5).

Tabla 5. Frecuencias genotipicas del polimorfismo GIn27Glu de receptor [52-adrenérgico en
la poblacion estudiada.

TODOS LOS SUJETOS TODOS LOS SUJETOS

VARONES MUJERES OBESOS NO OBESOS

Genotipo (n=319) (n=347) (n=186) (n=477)

GIn27GIn27 130 132 68 191
(40.8%) (38.0%) (36.6%) (40%)

GIn27GIu27 155 157 88 224
(48.5%) (45.3%) (47.3%) (47%)

Glu27GIu27 34 58 30 62
(10.7%) (16.7%) (16.1%) (13%)

Datos expresados como n (%). Valores comparados mediante X°. No existen diferencias significativas.
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Tabla 6 . Frecuencias genotipicas del polimorfismo GIn27Glu del receptor 32-adrenérgico
estratificadas por sexo e IMC.

VARONES MUJERES
Genotipo OBESOS NO OBESOS OBESAS NO OBESAS
(n=79) (n=240) (n=107) (n=237)
GIn27GIn27 26 104 42 87
(32.9%) (43.3%) (39.3%) (36.7%)
GIn27Glu27 43 112 45 112
(54.4%) (46.7%) (42.0%) (47.3%)
Glu27Glu27 10 24 20 38
(12.7%) (10%) 18.7 (16%)

Datos expresados como n (%). Valores comparados mediante X°. No existen diferencias significativas.

Tabla 7. Frecuencias alélicas del polimorfismo GIn27Glu del receptor [32-adrenérgico en la poblacion
estudiada.

TODOS LOS SUJETOS TODOS LOS SUJETOS

VARONES MUJERES OBESOS NO OBESOS

Frecuencias alélicas (n=319) (n=347) (n=186) (n=477)

GIn27 415 421 224 606
(0.65) (0.61) (0.60) (0.64)

Glu27 223 273 148 348
(0.35) (0.39) (0.40) (0.36)

Datos expresados como n (frecuencia). Valores comparados mediante X°. No existen diferencias
significativas.

La estratificacion por sexo mostrd que la frecuencia del alelo Glu27 fue mayor en los
varones obesos que en los no obesos (0.40 vs 0.33, p=0.13) aunque estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas (tabla 8). En los varones, el porcentaje de sujetos obesos
dentro del mismo genotipo aumenta en paralelo a la presencia del alelo Glu27 — GIn27GIn27
(20%), GIn27Glu27 (27.7%), Glu27Glu27 (29%), mientras que en mujeres no observamos
esta tendendia — GIn27GIn27 (32.6%), GIn27Glu27 (28.6%) y Glu27Glu27 (34.5%).
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Tabla 8. Frecuencias alélicas del polimorfismo GIn27Glu del receptor 32-adrenérgico estratificadas

por sexo e IMC.
VARONES MUJERES
';',Zfi‘c'zgc'as OBESOS NO OBESOS OBESAS NO OBESAS
(n=79) (n=240) (n=107) (n=237)
Pro12 95 320 129 286
(0.60) (0.67) (0.61) (0.60)
Ala12 63 160 85 188
(0.40) (0.33) (0.39) (0.40)

Datos expresados como n (frecuencia). Valores comparados mediante X°. No existen
diferencias significativas.

La Tabla 9 muestra que los varones obesos homocigotos para el alelo Glu27
presentaron valores en media significativamente mas elevados de IMC (p=0.013) y de DSA

(p=0.036) que los heterocigotos y homocigotos para el alelo GIn27. Estas diferencias no

fueron observadas en las mujeres.

Tabla 9. Parametros antropométricos para los genotipos del polimorfismo GIn27Glu del receptor 32-

adrenérgico en los individuos obesos.

SUJETOS OBESOS

GIn27GIn27 GIn27Glu27 Glu27Glu27
Edad,afios  varones 51.947.9 (26) 50.64+9.5 (46) 48.4+8.6 (10)
mujeres 54.2 £8.0 (40) 49.949.2 (43) 51.11£8.2 (18)
IMC, kg/m?  varones 32.0£2.0 (26) 31.9+1.8 (46)  34.1+3.1 (10)*
mujeres 34.04£3.9 (40) 33.5+3.9 (43) 32.4+2.1 (18)
CilCa varones 0.99+0.04 (26) 1.03+0.14 (46)  1.01+0.04 (10)
mujeres 0.96+0.09 (40) 0.96+0.05 (43)  0.98+0.07 (18)
DSA, cm varones 24.942.9 (26) 24.91+3.2 (46) 27.8+£3.7 (10),[
mujeres  25.4+3.1 (40) 24.5+3.4 (43)  24.4+2.6 (18)
PAS(mmHg) varones 136420 (26) 134419 (43) 138118 (10)
mujeres 141122 (42) 133121 (45) 134+17 (20)
PAD(mmHg) varones 8815 (26) 8311 (43) 86111 (10)
mujeres 88+12 (42) 85112 (45) 83+11 (20)

PAS: presion arterial sistolica; PAD: presion arterial diastolica. Valores expresados como media +
D.S. (n). * (p < 0.05). *p=0.013; 'p=0.036.
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Con respecto a los parametros bioquimicos estudiados (Tabla 10), observamos que las
concentraciones plasmaticas de glucosa a las 2 horas fueron mas elevadas en los sujetos
homocigotos para el Glu27 que en los homocigotos para el alelo GIn27 (6.41 vs 5.53 mM,
p=0.022) en la poblacion global.

Cuando realizamos la estratificacion por sexos solo los varones mostraron estas
diferencias (5.5, 5.9 y 6.9 mM para los sujetos con genotipos GIn27GIn27, GIn27Glu27 y
Glu27Glu27 respectivamente, p=0.018). De hecho, observamos que los varones con genotipo
Glu27Glu presentaron una mayor prevalencia de diabetes mellitus que los varones con

genotipo GIn27GIn27 (12.5% vs 1.7 %, p=0.010).

No detectamos diferencias significativas entre los genotipos con respecto a los valores
de HOMA, insulina, proinsulina y leptina. Respecto al perfil lipidico, los valores de colesterol
total y colesterol LDL estaban incrementados en varones portadores del alelo Glu27
(colesterol total 5.61+£0.98, 5.95+0.98 y 5.90+1.06 para los sujetos con genotipos
GIn27GIn27, GIn27Glu27 y Glu27Glu27 respectivamente, p=0.018; colesterol-LDL
3.70+0.88, 4.01+£0.85 y 3.90£0.88 para sujetos con genotipos GIn27GIn27, GIn27Glu27 y
Glu27Glu27 respectivamente, p= 0.026). Esto se confirmé después de estratificar la poblacion
en funcion del grado de obesidad. En el caso de las mujeres s6lo aquellas que presentaban
obesidad y eran portadoras del genotipo Glu27Glu27 tenian niveles elevados de colesterol

total (tablas 11 y 12).

La Tabla 13 muestra el analisis de regresion logistica multivariado, en la cual se
observa que el sexo, el grupo de edad, el grado de tolerancia a la glucosa y el diametro sagital
abdominal, fueron todos factores asociados con la homocigosis del alelo Glu27, mientras que
la heterocigosis para este alelo no estuvo asociada con esas variables. De este modo,
observamos que la prevalencia de la homocigosis (Glu27GlIu27) fue mayor en mujeres (ORaj:
1.86, 1C 95% 1.10-3.17, p=0.02), en el grupo de edad de 35-44 afios comparado con los de
mediana y de mayor edad (ORaj: 1.99, IC 95% 1.06-3.75, p=0.03 y ORaj: 2.41, IC 95% 1.20-
4.82, p=0.01, respectivamente) y en los sujetos que presentaban diabetes mellitus tipo 2
cuando se compararon con los normoglucémicos (ORaj: 3.86, IC95% 1.18-12.59, p=0.03).
También la obesidad visceral, determinada por el DSA, predominé en los homocigotos para el

alelo Glu27 (ORaj: 1.09, IC 95% 1.08-1.18, p=0.03).
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Tabla 10. Parametros bioquimicos para los genotipos del polimorfismo GIn27Glu del receptor [32-
adrenérgico en los individuos obesos.

SUJETOS OBESOS

GIn27GIn27 GIn27Glu27 Glu27Glu27

Glucosa basal (mmol/l) varones 5.6+1.3 (25) 5.8+1.2(40)  5.5+1.0 (10)
mujeres 5.5%1.4 (39) 5.3+1.0 (41) 5.4+0.8 (17)

Glucosa 2h (mmol/l) varones 5.612.6 (17) 6.5+3.0 (30) 7.2+3.4 (10)
mujeres 5.542.0 (33) 6.3+2.7 (36)  5.6+1.5(15)

Insulina basal (nU/ml) varones 14.7+7.8 (26) 15.1+16.3 (43) 14.7£9.4 (10)
mujeres 13.316.6 (40) 12.9+5.6 (43) 13.2+5.7 (18)

Insulina 2h (pU/ml) varones  25.2+18.7 (12) 41.2431.7 (22) 37.74+34.4 (5)
mujeres  35.6+33.4 (25) 62.5+55.2 (25) 42.6+30.6 (8)

Proinsulina basal pmol/l varones 16.7£15.5 (5)  20.6+19.7 (18) 11.6+£9.5(2)
mujeres  15.6+12.6 (19) 18.1£16.5 (16) 18.2+15.4 (6)

Leptina basal (ng/l) varones 8.145.2 (16) 8.245.3 (25)  10.9+3.3 (7)
mujeres  31.7+15.9 (23) 25.8+10.6 (32) 24.1+10.3 (8)

Resultados expresados como media + D.S. (n). Analizados mediante . No existen diferencias significativas

Tabla 11. Perfil lipidico para cada genotipo del polimorfismo GIn27Glu del receptor [32-adrenérgico
en los individuos obesos.

SUJETOS OBESOS

GIn27GIn27

GIn27Glu27

Glu27Glu27

Triglicéridos, mmol/l  varones
mujeres
Colesterol total,mmol/l varones
mujeres
Colesterol-HDL,mmol/l varones
mujeres

Colesterol-LDL, mmol/l varones

mujeres

1.53+0.84 (25)
1.21 +0.63 (39)
5.77+0.98 (25)
5.77+1.11 (39)
1.17+0.25 (25)
1.39+0.29 (39)
3.910.85 (25)

3.8510.98 (41)

1.82+1.33 (41)
1.19+0.44 (40)
6.00+1.01 (41)
5.51+1.09 (40)
1.17+0.28 (41)
1.36+0.26 (40)
4.01+0.98 (41)

3.65£0.98 (42)

1.97+0.69 (10)
1.58+1.07 (17)
6.03+1.03 (10)
6.31+0.88 (17)*
1.08+0.15 (10)
1.33+0.24 (17)
4.06+0.96 (10)

4.1620.78 (19)

Resultados expresados como media + D.S. (n). Analizados mediante x°. * (p < 0.05).
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Tabla 12. Perfil lipidico para cada genotipo del polimorfismo GIn27Glu del receptor [32-adrenérgico
en los individuos no obesos.

SUJETOS NO OBESOS

GIn27GIn27

GIn27Glu27

Glu27Glu27

Triglicéridos, mmol/l

Colesterol total, mmol/l

Colesterol-HDL, mmol/l

Colesterol-LDL, mmol/l

varones
mujeres
varones
mujeres
varones
mujeres
varones

mujeres

1.48+1.22 (102)
1.05 +0.50 (84)
5.56+0.98 (102)
5.74+0.98 (85)
1.23+0.31 (102)
1.58+0.36 (84)
3.67+0.88 (102)

3.70£0.88 (84)

1.4620.93 (106)
1.02+0.55 (112)
5.92+0.96 (106)
5.77+0.93 (112)
1.26+0.34 (106)
1.56+0.31 (112)
4.01+0.83 (106)

3.7510.85 (112)

1.59+1.62 (23)
1.04+0.55 (37)
5.82+1.09 (23)*
5.43+1.22 (37)
1.25+0.31 (23)
1.44+0.36 (37)
3.85+0.88 (23)°

3.5241.03 (23)

Resultados expresados como media +D.S. (n). Analizados mediante xz. *(p=0.036,1VS 2); +(p=0.016, 1vs 2).

Tabla 13. Andlisis de regresion logistica multivariado para el polimorfismo GIn27Glu del receptor
p2-adrénergico: homocigotos vs genotipo silvestre.

ORaj IC (95%) p
Sexo varones 1
mujeres 1.86 (1.10-3.17) 0.02
Edad (afos) 34-44 1
45-54 0.50 (0.27 - 0.95) 0.03
55-64 0.42 (0.21-0.83) 0.01
Tolerancia a la glucosa NG 1
IGA 0.42 (0.11 - 1.50) 0.18
TAG 2.10 (0.87 — 4.99) 0.10
DM 3.86 (1.18 - 12.6) 0.03
DSA, cm 1.09 (1.08 —1.18) 0.03

DSA: diametro sagital abdominal; IGA: intolerancia a la glucosa en ayunas; TAG: tolerancia anormal a la
glucosa; DM: diabetes mellitus.
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4.2 ESTUDIO II. POLIMORFISMOS Trp64Arg y -3826A—G DEL GEN DEL
RECEPTOR BETA3 Y DE LA PROTEINA DESACOPLANTE UCP1

Se estudiaron 332 individuos que fueron clasificados segiin su IMC y segun su grado
de tolerancia a la glucosa. Se detectaron 93 sujetos obesos, que presentaron un IMC > 30, 38
varones y 55 mujeres. 217 presentaron niveles normales de glucemia, 17 presentaron
intolerancia a la glucosa y 19 diabetes mellitus tipo 2.

Las frecuencias alélicas y las distribuciones de los genotipos en nuestra poblacion se
encontraban en equilibrio de Hardy-Weinberg y se muestran en las tablas 14, 15, 16, 17 y 18.
En las tablas 15 y 16 se observan diferencias significativas en la distribucion del genotipo del
polimorfismo —3826A—G cuando se compararon varones frente a mujeres (p=0.049) y entre
mujeres obesas y no obesas (p=0.002). La frecuencia del alelo —3826G fue mayor en varones
que en mujeres (tabla 17: 0.31 vs 0.22, p=0.015) y en mujeres obesas frente a mujeres no

obesas (tabla 18: 0.31 vs 0.17, p=0.008).

Tabla 14. Frecuencias genotipicas del polimorfismo Trp64Arg del receptor B3-adrenérgico en la
poblacion estudiada.

TODOS LOS SUJETOS TODOS LOS SUJETOS
VARONES MUJERES OBESOS NO OBESOS

Genotipo (n=160) (n=172)  (n=93) (n=239)
R3-AR Trp64Arg
Trp64Trp64 139 155 81 213
(86.8%)  (90.1%)  (87.1%) (89.1%)
Trp64Arg64 20 17 12 25
(12.6%) 9.9%)  (12.9%) (10.5%)
Arg64Arg64 1 0 0 1
(0.6%) (0%) (0%) (0.4%)

Datos expresados como n (%). Valores comparados mediante X°. No existen diferencias significativas.
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Tabla 15. Frecuencias genotipicas del polimorfismo -3826A—G de UCPI en la poblacion estudiada.

TODOS LOS SUJETOS TODOS LOS SUJETOS

Gomoipo  VARONES WUJERes opESos No ogEsos
UCP1 -3826AG
AA 55 85 41 99
48.7%)  (61.2%) (50%) (58.2%)
AG 46 48 33 61
40.7%)  (34.5%)  (40.2%) (35.9%)
GG 12 6* 8 10
(10.6%) (4.3%) (9.8%) (5.9%)

Datos expresados como n (%). Valores comparados mediante X°. * (P < 0.05)

Con respecto al genotipo Trp64Arg del receptor PB; adrenérgico, no encontramos

diferencias significativas entre la distribucion de genotipos ni en las frecuencias alélicas.

Tabla 16. Frecuencias genotipicas del polimorfismo -3826A—G de UCP1 estratificadas por sexo e
IMC.

VARONES MUJERES
Genotipo Tese) ez sy (et
AA 20 35 21 64

(51.3%) (47.3%) (48.8%) (66.7%)
AG 16 30 17 31
(41%) (40.5%) (39.6%) (32.3%)
GG 3 9 5 1%
(7.7%) (12.2%) (11.6%) (1%)

Datos expresados como n (%). Valores comparados mediante X°. ** (p < 0.01).
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Tabla 17. Frecuencias alélicas de los polimorfismos Trp64Arg del Receptor B3-adrenérgico y -
3826A—G de UCPI en la poblacion estudiada.

TODOS LOS SUJETOS TODOS LOS SUJETOS

Frecuencias alélicas YARONES MUJERES OBESOS NO OBESOS

(n=160)  (n=172)  (n=93) (n=239)
Arg64 0.93 0.95 0.94 0.94
Trp64 0.07 0.05 0.06 0.06
A 0.69 078 0.70 0.76
G 0.31 0.22¢ 0.30 0.24

Datos expresados como frecuencia. Valores comparados mediante X°. * (p < 0.05)

Tabla 18. Frecuencias alélicas de los polimorfismos Trp64Arg del receptor [33-adrenérgico y -
38264—G de UCPI estratificadas por sexo e IMC.

VARONES MUJERES

OBESOS NO OBESOS OBESAS NO OBESAS
Frecuencias alélicas

(n=38) (n=122) (n=55) (n=117)
Arg64 0.94 0.94 0.94 0.96
Trp64 0.06 0.06 0.06 0.04
A 0.72 0.68 0.69 0.83
G 0.28 0.32 0.31 0.17 **

Datos expresados como frecuencia. Valores comparados mediante X°. ** (p < 0.01)

Tabla 19. Parametros antropométricos para cada genotipo del polimorfismo —3826A—G de UCPI en
la poblacion estudiada.

POBLACION TOTAL

-3826A/-3826A -3826G/ p

Edad,aios varones 51.3£9.4 (55) 48.849.2 (58) NS

mujeres 48.2+8.7 (85) 48.819.4 (53) NS

IMC, kg/m? varones 28.5+4.2 (55) 27.6+4.0 (58) NS
mujeres 27.7+4.7 (85) 29.2+4.5 (54) 0.058

CilCa varones 0.99+0.06 (55) 0.98+0.04 (58) NS

mujeres 0.92+0.07 (85) 0.95+0.09 (54) NS

Valores expresados como media + D.S. (n).
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La figura 6 muestra la distribucion de los genotipos de UCP1 de acuerdo al perfil
lipidico, siendo los niveles de colesterol-HDL menores en los portadores del alelo —3826G del
gen de la UCP1. El resto de los parametros que constituyen el perfil lipidico fueron similares
para ambos polimorfismos.

Las figuras 7 y 8 muestran que los niveles de leptina fueron mas elevados en mujeres
obesas portadoras del alelo Arg64 del gen del receptor B; adrenérgico con respecto a las no
portadoras del alelo. También observamos que estos niveles de leptina estaban incrementados
en las mujeres portadoras del alelo —3826G. Sin embargo, estas diferencias en los niveles de
leptina no fueron encontradas en varones.

Cuando analizamos el efecto combinado de ambos polimorfismos sobre los niveles de
leptina (tabla 20), el analisis de regresion lineal multiple mostrd que el sexo, la edad, el grado
de obesidad, el cociente cintura/cadera y el grupo de genotipo Argb64/—y —3826A/ —3826A
(portadores del alelo Arg, pero con genotipo normal para el gen UCP1) (figura 9) fueron los
factores asociados con un aumento en los niveles de leptina. Observamos que estos niveles
fueron mayores en mujeres, en los sujetos de mayor edad, en individuos con obesidad y en los
portadores del alelo Arg del gen del receptor ; adrenérgico, pero no en los portadores del

alelo —3826G del gen de 1a UCP1.

Tabla 20. Andlisis de regresion lineal multivariado para los niveles de leptina.

ORaj IC (95%) p
Sexo (mujer/varén) 1.81 1.61-2.08 0.000
Obesidad (Si/No) 1.36 1.21-1.53 0.000
Edad (>45aiios/<45aiios) 1.09 0.98-1.20 0.097
CilCa 1.13 1.02-1.26 0.026
Genotipos Arg64/-y -3826 A/-3826A ? 1.28 1.01-1.62 0.043

2 Portadores del alelo Arg64 y no portadores del alelo —3826G vs no portadores de ninguno de los dos alelos
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Figura 6. Distribucion del Polimorfismo —38264 —G de UCPI1 de acuerdo a los niveles de
colesterol-HDL.

Colesterol-HDL (mg/dl)
100

8 &8 8 8

POBLACION TOTAL OBESOS NO OBESOS

a p=0.0103 GG vs AA OR=0.95 1C95% 0.90-0.99
b p=0.0061 GG vs AA OR=0.92 IC95% 0.86-0.99

Figura 7. Distribucion del Polimorfismo Trp64Arg del B3AR de acuerdo a los niveles de
Leptina

Leptina (ng/ml)

B Trp64Trp64

b
Aot~ i
10
OJ B ﬂ_i

Varones  Mujeres  Varones Mujeres  Varones Mujeres

S 8 8§ 8 8

Poblacion total Obeso No Obeso

a p=0.044 Arg64- vs Trp64Trp64 OR=1.05 1C95% 1.00-1.11
b p=0.012 Arg64- vs Trp64Trp64 OR=1.22 1C95% 1.01-1.25
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Figura 8. Distribucion del Polimorfismo —38264 —G de UCP1 de acuerdo a los niveles de
Leptina

Leptina (ng/ml)

50
40 [ AG a
B GG
30
20 [ ¢
10
m -
0
Varones  Mujeres Varones Mujeres Varones Mujeres
Poblacion Obeso No Obeso

ap=0.049 GG vs AA OR=1.08 IC95% 1.00-1.16
b p=0.007 AG vs AA OR=0.76 1C95% 0.58-1.00
¢ p=0.030 AG vs AA OR=1.09 IC95% 1.00-1.17

Figura 9. Efecto aditivo de los polimorfismos de UCP1 y Trp64Arg del B3AR

Leptina ( ng /ml)

60
a
50
B Trp64Trp64/G--
4 = E Arg64--/AA
30 | | Arg64--/G--
20 |-
10 | i
0
Varones Mujeres
Poblacién

a p=0.0033 Arg64-/AA vs Trp64Trp64/AA OR=1.14 1C95% 1.03-1.27
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4.3 ESTUDIO III. POLIMORFISMO Prol2Ala DEL GEN DEL RECEPTOR
ACTIVADO POR LOS PROLIFERADORES DE PEROXISOMAS (PPARY).

Se estudiaron 464 individuos que fueron clasificados segun su IMC y seglin su grado
de tolerancia a la glucosa. Se detectaron 145 sujetos obesos, que presentaron un IMC > 30,
51 varones y 94 mujeres. 354 presentaron niveles normales de glucemia, 35 IGA, 36 TAG y

8 diabetes mellitus tipo 2, 4 de los cuales eran obesos.

La distribucion de los genotipos en nuestra poblacion se encuentra en equilibrio de
Hardy-Weinberg y se muestra en la tabla 21. Debido a que s6lo se detectaron 4 individuos
homocigotos Alal2Ala, estos fueron combinados con los heterocigotos Prol2Ala y fueron

comparados con los sujetos con genotipo Pro12Pro en todo el estudio.

La distribucion genotipica en la poblacion general fue similar en ambos sexos. Sin
embargo, cuando se analizd exclusivamente el grupo de individuos obesos se detectaron
diferencias entre ambos sexos (tabla 22). En dicha tabla se comprueba que los varones obesos
presentaron una frecuencia del alelo Alal2 mas elevada que los no obesos (0.15 vs 0.08, p =
0.03), mientras que en mujeres no se detectaron estas diferencias (0.06 vs 0.10, p = 0.15). La
distribucion genotipica de acuerdo al IMC y al sexo puso de manifiesto que la prevalencia de
obesidad era mayor en varones portadores del alelo Alal2 que en los no portadores (38.9 vs
21.3%; ORaj: 2.36; IC 95%: 1.10 — 5.05, p = 0.03).

La distribucion genotipica en la poblacion general no se vio afectada por el grado de

tolerancia a la glucosa.

Tabla 21. Frecuencias genotipicas del polimorfismo Prol2Ala de PPARy-2 en la poblacion

estudiada.
VARONES MUJERES OBESOS NO OBESOS
Genotipo (n=210) (n=254) (n=145) (n=317)
Pro12Pro12 174 211 119 264
(82.9%) (83.1%) (82.1%) (83.3%)
Pro12Ala12 33 42 25 50
(15.7%) (16.5%) (17.2%) (15.8%)
Ala12Ala12 3 1 1 3
(1.4%) (0.4%) (0.7%) (0.9%)

Datos expresados como n (%). Valores comparados mediante X°. No existen diferencias significativas.
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Tabla 22. Frecuencias alélicas del polimorfismo Prol2Ala de PPARy-2 estratificadas por sexo e
IMC.

VARONES MUJERES
OBESOS NO OBESOS OBESAS NO OBESAS

Frecuencias alélicas

(n=51) (n=159) (n=94) (n=158)

Pro12 87 294 176 284
(0.85) (0.92) (0.94) (0.90)

Ala12 15 24 12 32
(0.15) (0.08)* (0.06) (0.10)

Datos expresados como n (frecuencia). Valores comparados mediante X°. * (p < 0.05)

En la tabla 23 se recogen los resultados de las variables antropométricas en funcion de
los genotipos. Los resultados se analizaron estadisticamente mediante ANOVA. El analisis no
mostrd diferencias significativas en las variables antropométricas entre los diferentes

genotipos cuando se analizo en conjunto la poblacion estudiada.

Tabla 23. Parametros antropométricos para cada genotipo del polimorfismo Prol2Ala de PPARy-2
en los individuos obesos.

SUJETOS OBESOS

Pro12Pro12 Ala12/X p*
Edad,afios varones 51.648.9 (37) 52.9+8.4 (14) 0.62
mujeres 52.1+8.4 (82) 51.6+8.4 (12) 0.83
IMC, kg/m? varones 32.842.5 (37) 31.8+1.6 (14) 0.18
mujeres 33.5+3.5 (82) 33.644.1 (12) 0.91
Ci/Ca varones 1.01£0.04 (37) 1.03+0.04 (14) 0.15
mujeres 0.96+0.06 (82)  0.96+0.07 (12) 0.93
DSA, cm varones 26.3+2.5 (37) 24.1£3.2 (14) 0.01*
mujeres 24.8+3.3 (82) 24.5+4.1 (12) 0.80
PAS(mmHg)  varones 135+22 (37) 133418 (14) 0.64
mujeres 137+20 (82) 132412 (12) 0.43
PAD(mmHg)  varones 87+15 (37) 82+11 (14) 0.24
mujeres 86+12 (82) 85+10 (12) 0.92

PAS: presion arterial sistélica; PAD: presion arterial diastélica. Valores expresados como media £ D.S. (n).
*(p <0.05).
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Los resultados de los parametros bioquimicos y lipidicos se recogen en las tablas 24 y
25. Pudimos comprobar que los portadores del alelo Alal2 presentaban niveles de insulina en
ayunas mas bajos que los individuos no portadores (67.8 + 28.2 vs 79.2 £68.4 pmol/l, p =
0.079), asi como de triglicéridos (1.13 £ 0.56 vs 1.38 £ 0.96 mmol/l, p = 0.028). Todas las
mujeres portadoras del alelo Alal2 presentaban niveles significativamente mas bajos de
triglicéridos, insulina en ayunas, y mayor sensibilidad a la insulina determinada por el método
HOMA. No encontramos diferencias significativas en los niveles de glucosa en ayunas,
glucosa a las 2 horas, proinsulina, leptina, ni en las medidas de presion arterial entre los
diferentes genotipos (tablas 24 y 25).

Por otro lado, todos los individuos obesos portadores del alelo Alal2,
independientemente del sexo, tendian a tener niveles de insulina en ayunas mas bajos que los
homocigotos Pro12Pro (68.4 + 27.6 vs 94.8 + 67.8 pmol/l, p = 0.057), asi como una mejor
sensibilidad a la insulina (2.8 = 1.4 vs 3.8 £ 2.5, p = 0.07). Ademas en todos los individuos
con IMC< 30, el alelo Alal2 estaba asociado con niveles de triglicéridos mas bajos (1.02 +
0.49 vs 1.32 £ 0.9 mmol/l, p = 0.020). Después de ajustar por sexo, edad, IMC y Ci/Ca, los
portadores del alelo Alal2 continuaron presentando niveles mas bajos de insulina en ayunas

que los homocigotos para el alelo Prol12 (ORaj: 0.14, IC 95%: 0.05 — 0.38, p = 0.05).

Tabla 24. Parametros bioquimicos para cada genotipo del polimorfismo Prol2Ala de
PPARy-2 en la poblacion estudiada.

TODOS LOS SUJETOS

Pro12Pro Ala12/X
Glucosa en ayunas (mmol/l)  varones 5.4+0.9 (170) 5.74£1.8 (33)
mujeres 5.2+1.1(205) 5.1+0.6 (42)
Glucosa 2h (mmol/l) varones 5.742.2 (142) 5.8+1.9 (29)

mujeres 5.6+2.1 (174) 5.64+2.1 (36)
Insulina en ayunas (pmol/l) varones  79.2+69.6 (173) 69.0+31.8 (36)
mujeres  78.6+36.6 (203) 67.2+24.6 (42)*

Insulina 2h (pmol/l) varones 154.8£177 (90) 140.4+97.2 (17)
mujeres  160.2+174 (105) 165.6+203 (20)

HOMA IR varones 3.1+2.4 (169) 2.9+1.4 (33)
mujeres 3.1+1.8 (203) 2.6+1.0 (42)*

Leptina en ayunas (ug/l) varones 5.846.4 (110) 4.9+3.4 (21)

mujeres  18.2+11.7 (124)  17.2+9.8 (27)
Proinsulina basal (pmol/l) varones 14.4+26.6 (49) 12.3+17.0 (9)
mujeres 11.9+11.4 (55) 10.1+4.8 (7)

Valores expresados como media + D.S. (n). Datos analizados mediante X2. * (p < 0.05).
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Tabla 25. Perfil lipidico para cada genotipo del polimorfismo Prol2Ala de PPARy-2 en la poblacion

estudiada.

TODOS LOS SUJETOS

Pro12Pro

Ala12/X

Triglicéridos (mmol/l) varones
mujeres
Colesterol total (mmol/l) varones
mujeres
Colesterol- HDL (mmol/l) varones
mujeres
Colesterol- LDL (mmol/l) varones
mujeres

1.64+1.24 (169)
1.17+0.57 (204)
5.77+0.99 (169)
5.75+1.05 (205)
1.21+0.33 (169)
1.47+0.33 (204)
3.85+0.87 (164)

3.76+0.98 (204)

1.39+0.64 (34)
0.91+0.36 (41)*
5.73+1.10 (34)
5.56+1.01 (40)
1.19+0.22 (34)
1.53+0.36 (41)
3.91+1.04 (34)

3.62+0.88 (40)

Valores expresados como media + D.S. (n). Datos analizados mediante X°. * (p < 0.05).

Cuando estratificamos por sexo y grado de obesidad, pudimos comprobar que los
varones obesos portadores del alelo Alal2 también tenian un didmetro sagital abdominal
significativamente menor (24.1 £ 3.2 vs 26.3 £ 2.5 cm, p =0.013) (tabla 23), y tendian a
presentar niveles de insulina en ayunas menores que los que presentaban los individuos
homocigotos Prol12Pro12 (65.4+27 vs 114+94). Respecto a las mujeres no obesas, los niveles
de triglicéridos fueron menores en las portadoras del alelo Alal2 que en las homocigotas para
el alelo Prol2 (p= 0.027). No se detectaron diferencias entre los diferentes genotipos en

mujeres obesas y en varones no obesos.

4.4 ESTUDIO 1V. POLIMORFISMO K121Q DEL GEN DE LA GLICOPROTEINA
PC-1.

De los 293 sujetos (131 varones y 162 mujeres) participantes en este estudio, 91 (35
varones y 56 mujeres) presentaron obesidad — definida como un IMC > 30. Estos individuos
fueron clasificados segun su grado de tolerancia a la glucosa como normoglucémicos
(n=238), con IGA (n=21), con TAG (n=16) y con Diabetes Mellitus tipo 2 (n=18).

En las tablas 26 y 27 se recogen las frecuencias genotipicas y alélicas. La frecuencia

del alelo Q121 del gen PC-1 en la poblacion estudiada fue 0.14, siendo similar en sujetos
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obesos (0.15) y no obesos (0.13). No encontramos sujetos con el genotipo homocigoto

Q121Q. La distribucion del genotipo no difiri6 entre sujetos con NG, IGA, TAG o DM tipo 2.

Tabla 26. Frecuencias genotipicas del polimorfismo KI21Q del gen de PCI en la poblacion
estudiada.

TODOS LOS SUJETOS TODOS LOS SUJETOS

VARONES MUJERES OBESOS NO OBESOS

Genotipo (n=131) (n=162) (n=91) (n=202)
K121K 102 119 67 154
(77.9%) (73.5%) (73.6%) (76.2%)
K121Q 29 43 24 48
(22.1%) (26.5%) (26.4%) (23.8%)

Datos expresados como n (%). Valores comparados mediante X°. No existen diferencias significativas.

Tabla 27. Frecuencias alélicas del polimorfismo K121Q de PC1 en la poblacion estudiada.

TODOS LOS SUJETOS TODOS LOS SUJETOS
VARONES MUJERES OBESOS NO OBESOS

Frecuencias

alélicas (n=131) (n=162) (n=91) (n=202)
K121 233 281 158 356
(0.88) (0.85) (0.85) (0.87)
Q121 29 43 24 48
(0.12) (0.15) (0.15) (0.13)

Datos expresados como n (frecuencia). Valores comparados mediante X°. No existen diferencias significativas.

Las tablas 28 y 29 muestran los resultados de las variables antropométricas y

bioquimicas estudiadas de acuerdo a los genotipos.
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Tabla 28 . Parametros antropométricos en la poblacion total de acuerdo al polimorfismo
K121Q del gen de PCI.

K121K K121Q
Sexo (VIM) 102/119 29/43
Edad (afios) 49+8(221) 46+8(72)
IMC (kg/m?) 27.5+4.6(221) 27.9+4.6(72)
CilCa 0.96+0.1(221) 0.95+0.1(71)
PAS (mmHg) 126222 (221) 122421(72)
PAD (mmHg) 79413 (221) 78+13 (72)
DSA (cm) 21.5+3.6(221) 21.6+3.5(72)

PAD: Presién arterial diastélica; PAS: Presién arterial sistélica; DSA: diametro sagital abdominal.
Resultados expresados como media + D.S. (n). Valores analizados mediante y°. * (p < 0.05).

Tabla 29. Parametros bioquimicos en la poblacion total de acuerdo al polimorfismo K121Q del gen de
PCl.

K121K K121Q
Glucosa en ayunas (mmol/l) 5.4+0.9 (212) 5.4+1.6(70)
Glucosa 2h (mmol/l) 5.411.7(184) 5.3+1.5(63)
Insulina en ayunas (uU/ml) 12.9+1.1(217) 11.9+0.7(70)
Insulina 2h (uU/ml) 25.742.2 (162) 24.8+3.7(50)
HOMA IR 3.2+0.2(210) 2.9+0.2(68)
Leptina en ayunas (ug/l) 10.749.7(183)  14.7£12.5(61)*
Triglicéridos en ayunas (mg/dl) 106168 (211) 126496 (70)
Proinsulina en ayunas (pmol/l) 14.6124.6(74) 14.8+14.5(21)

Resultados expresados como media + D.S. (n). Valores analizados mediante °. * (p < 0.05).

El analisis estadistico no mostré diferencias significativas en las variables
antropométricas entre los genotipos. Tampoco entre los niveles de colesterol-HDL, LDL y

colesterol total.

Sin embargo, la presencia del alelo Q121 estuvo asociada con mayores niveles de
leptina (14.7£1.6 vs 10.620.7 pg/l, p=0.01) y de triglicéridos (126£11.6 vs 106+4.7 mg/dl,

p=0.06) cuando se compar6d con los individuos con genotipo normal. Ambos resultados
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permanecieron significativos después de ajustar por sexo, edad, IMC y grado de tolerancia a
la glucosa (p=0.02 y p=0.01, respectivamente).

No encontramos diferencias significativas entre los portadores y no portadores del
alelo Q121 con respecto a los niveles de insulina, proinsulina y niveles de glucosa en ayunas
y a las 2 horas. La resistencia a la insulina estimada por el método HOMA-IR fue similar

entre ambos genotipos.

Pag. 53



Discusion

5. DISCUSION
5.1 ESTUDIO 1. POLIMORFISMO GIn27Glu DEL GEN DEL RECEPTOR BETA2.

En nuestra poblacion de estudio la prevalencia de obesidad difiere entre varones y
mujeres de acuerdo al polimorfismo GIn27Glu del receptor B, adrenérgico. Asi en mujeres el
porcentaje de individuos obesos dentro de cada genotipo esta alrededor del 30%. El hecho de
que en varones la prevalencia de obesidad incremente y alcance el valor maximo en los
homocigotos para el alelo Glu27 sugiere que este alelo podria estar asociado con obesidad en
varones pero no en mujeres, en concordancia con las hipdtesis previas que sefialan que el
impacto genético sobre la obesidad podria ser diferente en varones que en mujeres (Hellstrom
y col., 1999). Ademas, en este estudio hemos encontrado valores en medias significativamente
mas elevados del IMC y de DSA en varones obesos con genotipo Glu27Glu27 comparados
con los de genotipo GIn27Glu27 y GIn27GIn27, efecto que desaparece en ausencia de
obesidad.

Otros estudios también han mostrado una asociacion entre el polimorfismo GIn27Glu
y parametros del fenotipo obeso en varones como una mayor ganancia de peso (Ukkola y col.,
2001b), mayores valores de IMC (Ehrenborg y col., 2000; Meirhaeghe y col., 2000a) y
acumulacion de grasa subcutanea (Ukkola y col., 2001b). Por otro lado, este polimorfismo
apareci6 asociado con obesidad en poblacion Japonesa de ambos sexos (Ishiyama-Shigemoto
y col., 1999), indicando que diferencias étnicas podrian modificar el impacto de este
polimorfismo sobre el fenotipo obeso en cada sexo. Los resultados de un modelo de regresion
logistica univariado en nuestra poblacion mostraron una asociacion entre la homocigosis del
alelo Glu27, intolerancia a la glucosa (ORaj: 3.81, IC 95% 1.27-11.4, p=0.02) y diabetes
mellitus tipo 2 (ORaj: 9.80, IC 95% 1.68-57.2, p=0.01) en varones pero no en mujeres,

sugiriendo también un efecto especifico del sexo.

El analisis de regresion logistica multivariado mostré que el grado de tolerancia a la
glucosa es probablemente el factor mas importante en la asociacion con la homocigosis para
el alelo Glu27, por lo que este genotipo (Glu27Glu27) podria influir también en el desarrollo
de diabetes mellitus tipo 2. Por otro lado, debido a que el IMC no es retenido en el modelo, la
relacion entre el alelo Glu27 y la cantidad de grasa abdominal parece ser independiente de la

cantidad total de masa corporal medida por el IMC.

De hecho, la consideracion de la tolerancia a la glucosa como variable dependiente en
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un modelo de regresion logistica multivariado adicional, confirm6 la asociacion de la
homocigosis para el alelo Glu27 (ORaj: 3.17, IC 95% 1.02-9.84, p=0.048) con diabetes
mellitus tipo 2, y que la prevalencia de diabetes mellitus tipo 2 estuvo asociada con mayores
valores del DSA, aunque no alcanzo6 el nivel de significancia estadistica (ORaj: 1.14, IC 95%

0.98-1.32, p=0.084).

Estas asociaciones entre este polimorfismo GIn27Glu y alteraciones de la tolerancia a
la glucosa ya han sido descritas en diferentes poblaciones (Ishiyama-Shigemoto y col., 1999;
Carlsson y col., 2001; Kawamura y col., 2001) aunque hasta ahora no se habian descrito los

efectos relacionados con el sexo.

5.2 ESTUDIO II. POLIMORFISMOS Trp64Arg y -3826A—»G DEL GEN DEL
RECEPTOR BETA3 Y DE LA PROTEINA DESACOPLANTE UCP1.

Este estudio nos proporciona evidencias de la implicacion del polimorfismo Trp64Arg
del gen del receptor B3 adrenérgico en las alteraciones de los mecanismos que regulan los

niveles plasmaticos de leptina.

Nuestros resultados estan en concordancia con los descritos anteriormente sobre los
efectos del alelo —3826G del gen de la UCPI1 relacionados con el sexo en obesidad en

poblaciones Australiana y Japonesa (Hayakawa y col., 1999; Heilbronn y col., 2000).

Hemos encontrado una asociacion entre el polimorfismo —3826A—G del gen de la
UCP1 y obesidad en mujeres pero no en varones. Los valores de la media del IMC en mujeres
aumentan de acuerdo al genotipo de UCPI1, siguiendo una tendencia lineal significativa
(27.7£0.5, 28.9+£0.7 y 32.2+1.5, p=0.019). Las frecuencias del alelo —3826G que encontramos
en la poblacion global (0.22 en mujeres y 0.31 en varones) fue similar a la descrita en otras
poblaciones Caucasoides (Oppert y col., 1994; Esterbauer y col., 1998; Proenza y col., 2000;
Gagnon y col., 1998), asi como las del alelo Arg64 del receptor B3 adrenérgico (Gagnon y
col., 1996; Clement y col., 1997; Rissanen y col., 1997a; Buettner y col., 1998; Janssen y col.,
1998).

En nuestro estudio las mujeres portadoras del alelo —3826G presentaron mayores
niveles de leptina cuando se compararon con las no portadoras del alelo. Estos cambios en los
niveles de leptina observados en ambos grupos podrian estar reflejando cambios en los

valores en media del IMC de acuerdo al genotipo.
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El alelo Arg64 del receptor s adrenérgico en nuestro estudio estda asociado con
mayores niveles de leptina también en mujeres, especificamente cuando el IMC esta por
encima de 30 kg/m”. Dado que este polimorfismo ha estado asociado con una alteracion de las
sefales del receptor B3 adrenérgico (Pietri-Rouxel y col., 1997), nosotros consideramos que
esta asociacion podria ser una consecuencia de la alteracion de la capacidad inhibitoria
adrenérgica sobre la secreccion de leptina (Trayhurn y col, 1999), conduciendo a un
incremento en los niveles de leptina. El hecho de que no encontremos estas diferencias en
varones podria ser explicado en el contexto de las diferencias en cuanto al sexo en la
producion de leptina (Ahima y Flier, 2000b). Nuestros resultados estan en concordancia con
los obtenidos en un estudio en mujeres de China, en el que los niveles de leptina estaban
incrementados en el grupo de obesas (Lin y col., 1999), pero nuestro estudio es el primero en
mostrar estas asociaciones en poblaciones Caucasoides. La falta de concordancia con los
resultados de otros estudios en Caucosoides donde no encontraron esta relacion con los
niveles de leptina (Janssen y col., 1998; Vendrell y col., 1998; Stangl y col., 2000) podria ser
debido a la no estratificacion por sexo (Janssen y col., 1998) o a las condiciones patologicas
de las poblaciones estudiadas que fueron preseleccionadas como es la presencia de diabetes

mellitus tipo 2 o la enfermedad arterial coronaria (Vendrell y col., 1998; Stangl y col., 2000).

Nuestros datos muestran ademds una asociacion entre el alelo Arg64 del receptor 3
adrenérgico y un incremento en los niveles de leptina incluso después de ajustar por sexo,

edad, grado de obesidad, y por el cociente cintura/cadera.

Por tanto, mientras que el efecto del alelo —3826G del gen de la UCP1 sobre los
niveles de leptina no podria ser considerado aparte de su asociacion con obesidad, el impacto
del alelo Arg64 del receptor ; adrenérgico sobre los niveles de leptina muestra un efecto

independiente de la obesidad.

Los resultados de un modelo multivariado identificaron el genotipo combinado
Arg64/—y —3826A/-3826A de ambos genes (portadores del alelo Arg64 pero no del —3826G)
como el que mostrd una asociacion significativa con los niveles de leptina después de ajustar

por sexo, edad, IMC y cociente cintura/cadera.

Dado que tanto el grado de obesidad como la edad estan incluidos en el modelo,
nuestros resultados también sugieren que el efecto de la edad sobre los niveles de leptina
podrian ser parcialmente explicados por los cambios en la grasa corporal. Ha sido descrito que

los niveles de leptina muestran un aumento en mujeres de mediana edad seguido de una
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disminucién a partir de los 65 afios (Perry y col., 1997), lo cual estd en concordancia con
nuestros resultados dado que el rango de edad de nuestra poblacion esta entre los 35 y 65

anos.

Otro factor que contribuy6 al incremento en los niveles de leptina en nuestra poblacion
estudiada fue el cociente cintura/cadera. Estudios previos mostraron una relacion inversa entre
los niveles plasmaticos de leptina y el cociente cintura/cadera (Lonnqvist y col., 1997;
Minocci y col., 2000), mientras que en nuestro estudio encontramos una correlacion positiva
entre ambos parametros (r=0.342, p<0.01 y r=0.356, p<0.01 para varones y mujeres
respectivamente). Estas diferencias podrian ser debidas a que nuestro estudio incluyé tanto
sujetos controles como sujetos obesos, mientras que en esos otros estudios los sujetos eran
obesos y obesos morbidos (Lonngvist y col., 1997; Minocci y col., 2000). De hecho, el
cociente cintura/cadera y los niveles de leptina aparecen negativamente correlacionados en
nuestra poblacién cuando los sujetos con un IMC menor de 30 kg/m? son excluidos y varones

y mujeres son analizados juntos (r=— 0.350, p=0.013).

5.3 ESTUDIO III. POLIMORFISMO Prol2Ala DEL GEN DEL RECEPTOR
ACTIVADO POR LOS PROLIFERADORES DE PEROXISOMAS (PPARY).

Algunos estudios epidemioldgicos sugieren la existencia de asociacion entre el
polimorfismo Prol2Ala del gen que codifica para PPARy, obesidad y otras alteraciones
metabolicas, pero los resultados obtenidos a este respecto no son siempre concordantes. La
frecuencia del alelo Alal2 en nuestra poblacion fue similar a la descrita en otras poblaciones
Caucasoides (Beamer y col., 1998; Mancini y col.,1999; Meirhaeghe y col., 2000b) como en
la poblacién Italiana (Mancini y col.,1999), pero ligeramente inferior a la descrita en
poblaciones de Finlandia (Deeb y col., 1998; Valve y col., 1999), Dinamarca (Ek y col.,1999)
y Alemania (Evans y col., 2000b), y mayor a la descrita en poblaciones japonesas (Mori y
col., 1998) y coreanas (Oh y col., 2000). Al igual que en otros estudios realizados, (Deeb y
c0l.,1998; Stumvoll y col., 2001b) nosotros hemos encontrado que existe una asociacion entre
la presencia del alelo Alal2, niveles mas bajos de triglicéridos y una mayor sensibilidad a la
insulina determinada por el método HOMA IR, con diferencias en cuanto al sexo, dado que
estos resultados fueron encontrados so6lo en mujeres. Ek y col., (2001) también han descrito
recientemente una asociacion entre el alelo Alal2 y una mejora en la sensibilidad a la insulina
en varones suecos con tolerancia normal a la glucosa. Los portadores del alelo Alal2 de

nuestro grupo de sujetos obesos también presentaban, mayor sensibilidad a la insulina, aunque
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ésta no alcanzo el nivel de significacion estadistica (p = 0.07). De forma similar, Koch y col.,
(1999) describieron en individuos obesos la existencia de asociacion del polimorfismo
Prol2Ala con un aumento de la sensibilidad a la insulina estimada mediante clamp
euglucémico-hiperinsulinémico. También en sujetos japoneses no diabéticos obesos o con
sobrepeso Hara y col., (2000) comprobaron que los portadores del alelo Alal2 presentaban
niveles inferiores de insulina plasmatica en ayunas, y una mayor sensibilidad a la insulina
determinada mediante el método HOMA-IR, cuando se compararon con los individuos que no

portaban dicho alelo.

También se han descrito diferencias étnicas en cuanto a la fuerza de estas
asociaciones. Deeb y col., (1998) realizaron un estudio randomizado en 333 individuos
finlandeses de mediana edad no diabéticos en el que los resultados obtenidos sugerian que los
portadores del alelo Alal2 tenian un menor IMC, menores niveles de insulina en ayunas y una
mayor sensibilidad a la insulina. Por otro lado, en otro estudio realizado en mujeres obesas
finlandesas (Valve y col.,1999) (n = 141) el genotipo Alal2Ala estuvo asociado con un
incremento del IMC, mayor grasa corporal y del cociente cintura/cadera comparado con los
valores que presentaban las mujeres con genotipo Prol2Ala o Pro12Pro. Las diferencias entre
los sujetos controles y los sujetos obesos podrian indicar una interaccion variable del alelo
Alal2 con otros factores genéticos y/o ambientales (Luan y col.,, 2001b). En otras dos
poblaciones Caucasoides de Estados Unidos, el alelo Alal2 también estuvo asociado con un
incremento del peso corporal y del IMC (Beamer y col., 1998). Del mismo modo, en tres
poblaciones japonesas la frecuencia del alelo Alal2 fue significativamente menor en
individuos con diabetes mellitus tipo 2 que en sujetos con glucemia normal (Deeb y col.,
1998; Koch y col., 1999; Mori y col., 2001). Altshuler y col., (2000) también encontraron, en
una poblacion Caucasoide, una disminucion significativa del riesgo de diabetes asociada al
alelo Alal2. Mori y col., (2001), en poblacién japonesa (2201 individuos con diabetes tipo 2 y
1212 sujetos controles), observaron que entre los sujetos diabéticos los portadores del alelo
Alal2 presentaban mayores concentraciones de colesterol total que los que no portaban dicho
alelo. La variante Alal2 del gen que codifica para PPARy-2 también se ha asociado con
proteccion frente a diabetes tipo 2 en individuos de Finlandia (Douglas y col., 2001). En
sujetos diabéticos (n = 522) la presencia de dicha variante fue asociada con una mayor tasa de
variacion de peso y con menores niveles de triglicéridos. En alguno de los escasos estudios

prospectivos realizados (Ek y col., 1999; Lindi y col., 2001) el alelo Alal2 se asocié con una
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mayor tendencia a ganancia de peso. Lindi y col., (2001) también encontraron una mayor
sensibilidad a la insulina en sujetos con el genotipo Alal2Alal2.

Este estudio es el primero de estas caracteristicas realizado en Espafia y uno de los
pocos realizados en poblaciones del sur de Europa (Mancini y col.,1999; Meirhaeghe y col.,
2000b). En un estudio realizado en poblacion francesa (n = 839) el alelo Alal2 estuvo
asociado con un aumento del peso corporal, niveles mas elevados de IMC y de la
circunferencia de la cintura, asi como con un perfil lipidico aterogénico (Meirhaeghe y col.,
2000b). En el estudio de poblacion italiana no se encontraron asociaciones entre este
polimorfismo y parametros antropométricos y bioquimicos al comparar individuos diabéticos
y normoglucémicos (Mancini y col., 1999). Las razones de estas discrepancias en estudios de
asociacion podrian estar relacionadas con diferencias étnicas, con el disefio del estudio y los
efectos del sexo y del IMC. Vidal H (2001) ha descrito que existen diferencias en la expresion
del PPARY entre la grasa subcutdnea y la grasa visceral. La explicacion a las diferencias
encontradas en nuestro estudio sobre el impacto del alelo Alal2 entre varones y mujeres
podria ser debido a la diferente distribucion de grasa que presentan las mujeres y al
incremento en la expresion del ARNm del PPARy-2 en el tejido adiposo subcutaneo (Vidal-
Puig y col., 1997).

Nuestros resultados sugieren que el polimorfismo Prol2Ala del gen que codifica para
PPARy-2 puede promover la deposicion periférica de tejido adiposo y la sensibilidad a la
insulina y potencialmente podria modificar la respuesta a agonistas del PPARy como las
tiazolidinodionas, utilizadas con fines terapeuticos. De hecho la activacion de los receptores
PPARy por tiazolidinodionas promueve la diferenciacion de adipocitos y la regulacion de un
nimero importante de genes que regulan el metabolismo lipidico. Estos mecanismos podrian
incrementar la deposicion de grasa en el tejido adiposo debido a un aumento de la sensibilidad
a la insulina. Este efecto de las tiazolidinodionas sobre la sensibilidad a la insulina a través de
su accion sobre los mecanismos del PPARy es menos marcado en el tejido graso intra-
abdominal que en otros tejidos sensibles a la insulina (Kelly y col.,1999), ademas los
preadipocitos subcutaneos son mas sensibles al efecto de diferenciacion que promueven las
tiazolidinodionas a través del PPARy que las células intraabdominales (Adams y col., 1997).

Dado que el PPARYy esta presente en las células  (Dubois y col., 2000) los agonistas
del receptor PPARYy es posible que tengan un efecto directo sobre el pancreas y estudios
preclinicos con estos agonistas como la rosiglitazona han demostrado que este farmaco

incrementa el area de los islotes pancreaticos, su densidad y el contenido en insulina (Smith y
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col., 1998). Estos efectos de rosiglitazona podrian ser mediados por la disponibilidad de estos
agentes para reducir la muerte en la red de la célula B (Finegood y col., 1999). Ademas dado
que los genes que codifican para proteinas implicadas en la sefalizacién intracelular de la
insulina, como el IRS-2 (Smith y col., 2001) y el p85aPI-3K (Rieusset y col., 2001) son genes
diana del PPARYy en los adipocitos en humanos, los efectos del PPARY sobre la sensibilidad a
la insulina podrian ser mediados, al menos en parte, por un efecto directo del PPARy sobre la

secreccion de insulina.

5.4 ESTUDIO IV. POLIMORFISMO K121Q DEL GEN DE LA GLICOPROTEINA
PC-1.

Las formas comunes de obesidad en humanos estan caracterizadas por altos niveles
circulantes de leptina (Matzoros, 1999), a menudo junto a hiperinsulinemia, resistencia a la
insulina y una fuerte predisposicion para el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 (Dagogo-
Jack y col., 1996). El polimorfismo K121Q del gen de la PC-1 ha sido asociado con
resistencia a la insulina en algunos estudios en poblaciones Caucasoides (Pizzuti y col., 1999;

Gu y col., 2000; Kubaszek y col., 2003) pero no en otros (Rasmussen y col., 2000b).

Estudios de asociacion entre este polimorfismo y varios parametros antropométricos y
bioquimicos relacionados con resistencia a la insulina podrian proporcionar informacion sobre

el efecto de este polimorfismo en los componentes del Sindrome Metabolico.

La frecuencia alélica en nuestra poblacion estudiada fue similar a la descrita en
poblacion Siciliana (Pizzuti y col., 1999), Danesa (Rasmussen y col., 2000b), Sueca y
Finlandesa (Gu y col., 2000), pero en estos estudios no se investigd la interaccion de este

polimorfismo con los niveles de leptina, un postulado componente del Sindrome Metabolico.

Encontramos una asociacion entre el alelo Q121 con mayores niveles de leptina y
triglicéridos, pero no con insulina, proinsulina, niveles de glucosa ni con sensibilidad a la

insulina.

Algunos estudios mostraron asociacion entre el alelo Q121, resistencia a la insulina
(Pizzuti y col., 1999) y un aumento en los niveles de glucosa (Pizzuti y col., 1999; Gu y col.,
2000) con diferencias entre pacientes con diabetes tipo 2 y sujetos controles (Gu y col., 2000),
sin embargo en otro estudio también en poblacion Caucasoide no encontraron estas

diferencias (Rasmussen y col., 2000b). Estas discrepancias entre sujetos controles y sujetos
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con diabetes mellitus podrian estar indicando una interaccion variable del alelo Q121 con

otros factores genéticos.

Estudios funcionales (Costanzo y col., 2001) también han demostrado que la variante
Q121 es mas potente que la variante K121 en cuanto a la inhibicion de la fosforilacion del
receptor de insulina. Por ello, es probable que el alelo Q121 tenga un efecto mayor sobre la

resistencia a la insulina.

Las razones por las que los portadores del alelo Q121 en nuestra poblacion de estudio
tienen elevados niveles de leptina son desconocidas. Los niveles de leptina estan relacionados
con alteraciones metabdlicas que constituyen el Sindrome Metabolico, como obesidad central,
resistencia a la insulina e hipertrigliceridemia (Leyva y col., 1998). Leyva y col. (1998) han
descrito una asociacion negativa entre las concentraciones plasmaticas de leptina y
sensibilidad a la insulina, sugiriendo que la disminucion de la sensibilidad a la insulina esta
relacionada con un aumento en las concentraciones plasmadticas de leptina. Por otro lado,
varios estudios han mostrado que la leptina inhibe la secrecion de insulina (Kulkarni y col.,
1997; Zhao y col., 1998), e incluso que la sefializacion de leptina estd mediada por cambios
conformacionales del receptor de leptina inducidos por ligando, activando la transduccion
intracelular de sefales de la proteina janus kinasa 2 (JAK-2) (Tartaglia 1997), una cascada de
sefales similar a la del receptor de insulina (Szanto y col., 2000). Ademas se ha observado
que en células transfectadas con altos niveles de receptor de leptina y kinasa JAK-2, la leptina
puede también estimular la fosforilacion del sustrato del receptor de insulina (Szanto y col.,
2000). Todos estos resultados sugieren que las sefiales de leptina e insulina podrian estar

conectadas en varios niveles.

Dado que en obesidad y diabetes mellitus tipo 2 los tejidos estan a menudo
expuestos a altos niveles de leptina e insulina y dado que el receptor de insulina y algunas
formas del receptor de leptina estan presentes en la mayoria de los tejidos, es posible que
estos dos sistemas de sefializacion hormonal puedan interaccionar en algunos estados
patologicos. Ademas la hipertrigliceridemia ha sido asociada con variables del SM sugiriendo
que los elevados niveles de leptina podrian ser una manifestacion temprana del SM o un

predictor del mismo (de Courten y col., 1997).
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6. CONCLUSIONES

1. EI alelo Glu27 del receptor [3, adrenérgico no sélo favorece la acumulacion de grasa
visceral sino que también podria incrementar el riesgo de intolerancia a la glucosa y

diabetes mellitus tipo 2 en varones pero no en mujeres.

2. Nuestros resultados sugieren la idea de una implicacion del polimorfismo Trp64Arg del
receptor P; adrenérgico en la alteracion de los mecanismos que regulan los niveles
plasmaticos de leptina y refuerzan las consecuencias funcionales del polimorfismo.
Ademas encontramos una asociacion entre el alelo —3826G del gen de la UCPI y
obesidad, reflejando un efecto relacionado con el sexo, pero no encontramos un efecto
aditivo de ambos polimorfismos cuando ambos fueron combinados.

3 Elalelo Alal2 del gen PPARY esta asociado con una mayor sensibilidad a la insulina y un
mejor perfil lipidico en las mujeres de nuestra poblacion de estudio. El papel de otros
polimorfismos, particularmente los localizados en las proximidades de Prol2Ala deben

ser todavia definidos.

4 El polimorfismo K121Q del gen de la PC-1 puede tener un impacto sobre el complejo de
sefalizacion insulina-leptina y favorecer la aparicion de hiperleptinemia e

hipertrigliceridemia como una manifestacion temprana del Sindrome Metabolico.

5 En resumen, cada uno de estos polimorfismos estudiados mantienen una asociacion
significativa con uno o varios parametros de los componentes del Sindrome Metabdlico o
(polimorfismo K121Q del gen de la PC1) pueden predisponer a hiperleptinemia como
posible precedente del futuro desarrollo del Sindrome Metabdlico con Resistencia a la

Insulina.

Nuestro estudio es, creemos el primero realizado en poblacion espafiola sobre base

epidemiologica, poblacional.
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8. ANEXO I
I.- DISENO DEL ESTUDIO. FISS 95/0029

Estudio multicéntrico en 9 autonomias del Estado Espafiol de disefio
transversal para andlisis de Prevalencias en poblacion

2. Estimar la prevalencia Sindrome de Resistencia a la Insulina (SRI) y su
relacion de los factores de alto riesgo cardiovascular como obesidad, HTA
y dislipidemia con Resistencia a la Insulina (RI)/Hiperinsulinemia.

3. Estudiar la asociacion de los distintos factores potencialmente

aterogénicos.

Previamente, para valorar la viabilidad y asegurar el buen funcionamiento del proyecto,
se llevd a cabo un estudio piloto en una muestra representativa de la poblacion

estudiada.

I1.-POBLACION DE ESTUDIO

Poblacion de ambos sexos, de edades comprendidas entre los 35 y 64 afos.
Sobre la muestra tedrica planteada se solicitd participar a 5363 sujetos preseleccionados
mediante muestreo aleatorio estratificado. Entre ellos se detectaron 1177 (21.9%)
errores censales y 1014  (18.9%) rechazaron participar. Finalmente pudieron ser
encuestados 3172 sujetos de los que 147 (4.6%) fueron excluidos por no cumplir
criterios de inclusion  exigidos en el protocolo (de ellos 20 eran diabéticos
insulinodependientes). 2929 (92.3%) sujetos completaron el estudio y 88 (2.8%)
sujetos que no completaron el estudio.

Estudio multicéntrico poblacional. Ambito de estudio: distintas comunidades
espafiolas.

En una unica visita clinica: entrevista estructurada, se determind en ayunas:
glucemia, insulina plasmatica, proinsulina, leptina, perfil lipidico, Colesterol Total
(CT), Colesterol -HDL (c-HDL), Triglicéridos (TG), Colesterol-LDL (c-LDL), Acido
Urico (AcUr), Test de Tolerancia Oral a la Glucosa (TTOG) con glucemia a las 2 horas,
mediciones antropométricas, peso (P), talla (T), Indice de Masa Corporal (IMC),
cociente cintura/cadera (Ci/Ca) y Diametro Sagital Abdominal (DSA), y presion
arterial sistélica (PAS)y diastolica (PAD) estandarizadas.
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III.- RECLUTAMIENTO DE LA POBLACION
CRITERIOS DE INCLUSION Y DE EXCLUSION
Reclutamiento: Areas Geograficas. Modo de aproximacion al reclutamiento
poblacional. Envio de cartas/respuestas.
Este estudio ha sido financiado por el FISS 95/0029 y codirigido por el
Profesor Manuel Serrano Rios y Dr. Rafael Gabriel. Participaron en este Proyecto: los
siguientes Centros: Hospital General Universitario de Guadalajara (Guadalajara, Castilla
La Mancha), Investigador: Dr. Pedro Horcajo Aranda; Hospital de Talavera (Talavera de
la Reina, Castilla La Mancha), Investigador: Dr Antonio Segura Fragosa; Hospital de
Arévalo (Arévalo, Castilla y Ledn), Investigador: Dr. Saturio Vega Quiroga; Hospital San
Agustin de Avilés (Avilés, Asturias), Investigador: Dr. Jos¢ Maria Fernandez Carreira;
Hospital de la Corufia (Corufia, Galicia), Investigador: Dr. Javier Muiiiz; Hospital Civil de
Malaga (Malaga, Andalucia), Investigador: Dr. Federico Soriguer Escofet; Hospital
General de Vic (Vic-Barcelona, Catalufa), Investigador: Manel Pladevall Vila; Hospital
General Universitario de Alicante (Alicante, Comunidad Valenciana), Investigador: Dr.
Juan Cabello Lopez; Hospital Insalud Mérida (Mérida, Extremadura), Investigador: Dr
Pedro Saenz de Aranzubia .
Se cit6 a los participantes mediante carta y telefonicamente para que acudieran al
centro de salud. Para disminuir la tasa de no respondedores se anadio un 30% mas.
Ningin sujeto se excluyd del estudio sin antes solicitar dos veces su
participacion y obtener respuesta negativa. Las negativas no se sustituyeron por un nuevo
participante. Solamente los ausentes en dos ocasiones, los cambios domiciliarios
definitivos y los fallecimientos se sustituyeron por el siguiente en la lista de sustitutos de
edad- sexo correspondiente.
-De inclusion:
Mujeres y hombres de 35 a 64 afios inscritos en la zona de estudio
-De exclusion (situaciones que pueden alterar la composicion y tamafio corporales
habituales en un individuo).
Ascitis
Hernia abdominal
Cirugia mayor abdominal en el tltimo afio
Presencia de embarazo o parto en el Gltimo afio

Diagnéstico médico de insuficiencia cardiaca congestiva
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Personas institucionalizados (ingresados en hospital, (residencia en el momento del
examen)

Ganancia o pérdida de 5 6 mas kg. En los ultimos 6 meses. Diabetes en tratamiento
insulinico si edad comienzo anterior a los 35 afios (posibilidad de confundir las mediciones

de insulina enddgena y/o posibilidad de mala clasificacion de la Diabetes).

IV.- SELECCION DE LOS PARTICIPANTES
Se realiz6 un muestreo aleatorio estratificado por edad, sexo en varios grupos de

poblacion adulta espaiola.

V.- TAMANO MUESTRAL

Tamafio muestral para el estudio de prevalencia.

Un estudio publicado en 1994 (A. Goday, M. Serrano Rios. Epidemiologia de la
Diabetes Mellitus en Espafia. Revision critica y nuevas perspectivas. Med Clin (Barc), 102
(8): 306 — 315; 1994) ofrece la informacion necesaria para predeterminar el tamafio
muestral minimo para estimar la prevalencia global y por estratos de edad y sexo, de
intolerancia a la glucosa en ayunas , test de tolerancia anormal a las 2 horas y Diabetes

Mellitus Tipo 2 en  poblacion adulta espaiiola.

Premisas utilizadas:
- Prevalencia global esperada de la condicion menos frecuente (DMNID) = 6.4% (IC
95%: 4.75, 8.01)
- Igual prevalencia esperable en ambos sexos
- Rangos de prevalencia esperada para cada estrato de edad: (p)
1-2% en 35 - 44 afios
2-4%en45-54 "
4-6%en55-64 "
- Error absoluto admitido para la estimacion global y para cada estrato + 2 (d).
- Nivel de confianza de la estimacion (error a, dos colas)=0.05 ( Z ?);
-Tamaio de la poblacion total (denominador estimado con 10 centros): 50.000 personas
N).
Aplicando la féormula general para el calculo del tamafio muestral para estimar

proporciones en poblaciones finitas y usando muestreo estratificado aleatorio con igual
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afijacion (no proporcional) en cada estrato. El nimero minimo necesario en cada estrato de

edad-sexo para estimar la prevalencia de DMNID serian: 346 individuos (n):

Asumiendo un porcentaje global de no respueta del 30% como maximo, el tamafo crudo
(2.076 individuos) se veria incrementado en 621 sujetos mas; la muestra final de estudio

son 2.697 (tamafio teérico planteado inicialmente).

VL.- PERIODO DE ESTUDIO
El estudio piloto se desarrollé en los 9 primeros meses del afio1995. En los 27

meses siguientes se completo el estudio transversal. El tiempo del estudio se completd
en 3 afos (1995-1997).

VIIL.- VARIABLES DE ESTUDIO
- Variables dependientes:
Intolerancia a la glucosa
Diabetes Mellitus Tipo 2
Insulino-resistencia
- Variables independientes:
Variables demograficos y de habitos de vida
Variables demograficas (edad, sexo, estado civil)
Socio-econdmicas: profesion, situacion laboral, afios de educacion.
Estilo de vida: tabaco, alcohol, ejercicio, nutricion.
Antecedentes, familiares/personales (historia familiar de diabetes, grado de
parentesco, enfermedad cardiovascular, peso al nacer, si es mujer: historia de diabetes
gestacional).
Historia de cambios en el peso a lo largo de la vida.
Consumo de medicamentos (diuréticos, hormonas esteroideas, acido nicotinico).
Historia hormonal (edad menarquia, paridad, fecha ultima regla, menopausia quirurgica

o funcional).

- Exploracion fisica, medidas cardiovasculares
- Frecuencia cardiaca
- Presion arterial sistolica y diastdlica.

- Electrocardiograma (ECG).
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- Medidas e indices antropométricos

- Peso (Kg)

- Talla (m)

- Indice de masa corporal (IMC): Peso (Kg)/Talla* (m)
- Circunferencia y cociente cintura/cadera (Ci/Ca).

- Didmetro sagital abdominal (DSA)

-Determinaciones bioldgicas (en sangre venosa y tras 12 horas de ayuno):

- Tolerancia oral a la glucosa (75 gr. de glucosa, basal y 2 horas) segun los criterios
OMS (Expert Committee on Diabetes Mellitus, WHO Technical report series report
series 646.pp1-80 Geneva 1980).

- Insulina

- Insulina a las 2 horas

- Proinsulina

- Proinsulina a las 2 horas

- Leptina

- Leptina a las 2 horas

- Perfil Lipidico: Colesterol Total (CT), Triglicéridos (TG), Colesterol-HDL (c- HDL),
Colesterol-LDL (c-LDL).

- Acido trico (AcUr).

Variables dependientes:

Intolerancia a la glucosa: El grado de Tolerancia oral a la glucosa se clasifico de
acuerdo a los CRITERIOS ADA 1997 (Report of the Expert Committee on the
Diagnosis and classification of Diabetes Mellitus. Diabetes Care, vol 21, Suppl 1,
January, 1998):

Normo-glucémicos (NG):

Valores basales de glucosa < 110 mg/dl (6.1mmol/l).

Intolerancia a la glucosa en ayunas (IGA):

Valores basales de glucemia >110 mg/dl (6,1 mmol/l) y <126 mg/dl (7,0 mmol/l).
Tolerancia anormal a la glucosa a las 2 horas (TAG):

Valores de glucemia >140 mg/dl (7,8 mmol/l) y <200 mg/dl (11,1 mmol/l), a las 2

horas tras una sobrecarga oral de glucosa (TTOG).
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Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM Tipo 2): Se consideran criterios diagnosticos de
diabetes:

1. Sintomas de diabetes (poliuria, polidipsia y pérdida inexplicable de peso) mas
glucemia >200 mg/dl (11,1 mmol/l), realizada en cualquier momento del dia sin
tener en cuenta el momento de la tltima ingesta.

2. Valores basales de glucemia >126 mg/dl (7,0 mmol/l). Se considera basal, la no
ingesta calorica en las ultimas 8 horas.

3. Valores de glucemia >200 mg/dl (11,1 mmol/l), a las 2 horas tras una sobrecarga

oral de glucosa (TTOG).

Resistencia a la Insulina: En este estudio consideraremos que los individuos con
valores de Insulin basal superiores al cuarto cuartil afectos de  Insulino
Resistencia/hiperinsulinemia (Comment on the provisional report from the WHO
consultation. Diabetic Medicine 1999, 16: 442 - 443).

Sindrome de Resistencia a la Insulina: definido por la presencia de insulino
resistencia o hiperinsulinemia basal ( definida por valores superiores al cuarto cuartil)
y dos de los componentes del Sindrome de Resistencia a la Insulina, hiperglucemia
(glucemia basal > 110 mg/dl, 6.1mmol/l, pero no diabéticos), hipertension (presion
arterial sistolica(PAS) > 140 mmHg/ presion arterial diastolica (PAD) > 90 mmHg),
dislipidemia (triglicéridos > 180 mg/dl, > 2.0 mmol/l y/o colesterol-HDL < 40 mg/dl,
<1.0 mmol/l), obesidad central ( en varones cociente cintura/ cadera > 0.94 y en
mujeres > 0.80) (Grupo EGIR: Comment on the provisional report from the WHO
consultation. Diabetic Medicine 1999, 16: 442 - 443).

- Variables independientes:
Variables demograficos y de habitos de vida. Cuestionario estandarizado adaptado
del protocolo Multinational Monitoring of Trends and Determinants in
Cardiovascular Disease  Projet del estudio MONICA Management Centre
Cardiovascular Disease Unit World Healt Organization (OMS-MONICA) para

variables demograficos y de habitos de vida:
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Demograficas
Edad. Se recogio como fecha de nacimiento (dia, mes, afio).
Sexo. Variable cualitativa 1=hombre 2= mujer.
Estado civil. Variable cualitativa. 1=soltero, 2=casado 6 en pareja, 3=viudo,
4=separado 6  divorciado
- Estilo de vida
Tabaco.
- Fumador. Variable cualitativa: 1=si 2=no 3=exfumador.
- Tipo de tabaco. 1=cigarros, 2=puros, 3=pipa, 4=combinaciones.
- Cantidad/dia. Variable cuantitativa.
- Edad de inicio de fumar. Variable cuantitativa.
- Cambio en la cantidad fumada en los ultimos 6 meses. 1=si, 2=no, fumo
menos, 3= no, fumo mas.
- Edad de finalizacion de fumar. Variable cuantitativa
Alcohol
- Bebedor. Variable cualitativa: 1= si 2= no 3=ex - alcoholico.
- Frecuencia de la ingesta. 1= a diario, 2=3-4 veces/semana, 3= 1-2 veces por
semana, 4 = ocasionalmente.
- Copas tomadas el ultimo fin de semana. 1=>5, 2=3-5, 3=1-2, 4=ninguna.
- Consumo habitual de fin de semana. 1=si, 2=no, bebo menos, 3= no, bebo mas.
- Ingesta alcohdlica en las tltimas 24 horas. 1=si 2=no
Ejercicio.
- Actividad fisica habitual. Variable cualitativa: 1=si, 2=no
- N° de horas sentado/dia. Variable cuantitativa.
- N° de horas acostado/dia. Variable cuantitativa.
- Valoracién personal de la actividad desarrollada. Variable cualitativa:
1=ligera, 2=moderada, 3=intensa.
- Realizacion habitual de ejercicio fisico, al menos 1 vez por semana. Variable
cualitativa: 1=si, 2=no.
- N° de horas que practica ejercicio a la semana. Variable cuantitativa.

- Tipo de ejercicio realizado. Variable cualitativa.
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- Antecedentes
Antecedentes familiares. Se recogié en familiares de primer grado (padres y
hermanos consanguineos) de:
- HTA. Variable cualitativa: 1=si 2=no
- Diabetes. Variable cualitativa: 1=si 2=no
- Dislipemias. Variable cualitativa: 1=si 2=no
Antecedentes personales.
- HTA. Variable cualitativa: 1=si 2=no.
- Diabetes. Variable cualitativa: 1=si 2=no.
- Dislipemias. Variable cualitativa: 1=si 2=no.
- Peso al nacer. Variable cuantitativa.
- Historia de diabetes gestacional en mujeres. Variable cualitativa: 1=si
2=no.
Historia de cambios en el peso corporal.
- Peso a los 25 afios. Variable cuantitativa.
- Cambio en la cantidad ingerida en los ultimos 6 meses. Variable cualitativa:
1=si 2=no.
- Cambio cualitativo en lo ingerido en los ultimos 6 meses. Variable
cualitativa: 1=si 2=no.
- Pérdida de peso en el Gltimo afio. Variable cualitativa: 1=si 2=no.
- Ganancia de peso en el ultimo afo. Variable cualitativa: 1=si 2=no.
- Comidas que hace en el dia. 1= 3 o0 menos, 2=4-5, 3=mas de 5.
Consumo de medicamentos en el momento actual
- Diuréticos. Variable cualitativa: 1=si 2=no
- Hormonas esteroideas. Variable cualitativa: 1=si 2=no
- Acido nicotinico. Variable cualitativa: 1=si 2=no
- Otros.
Historia hormonal
- Edad menarquia. Variable cuantitativa
- Paridad. Variable cuantitativa
- Fecha tultima regla
- Menopausia. Variable cualitativa: 1=quirtrgica, 2=funcional, 3=no
- Exploracion fisica, medidas cardiovasculares:

Frecuencia cardiaca.
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Presion arterial sistolica y diastolica.
De acuerdo al Sexto Informe del Comité Nacional Conjunto (JNC-VI) la
hipertension arterial (HTA) se define como una presion sistolica (PAS) > 140
mmHg, una presion diastélica (PAD) > 90 mmHg.
Medidas e indices antropométricos:
- Peso.
- Talla.
- Indice de masa corporal (IMC).
Se calculo directamente de las medidas de peso y talla observadas, a través de
un normograma. La formula de calculo es:IMC= peso (kg) / talla® (m)1- IMC
1: <25 mujer, £ 26 varén
2- IMC 2: > 26-29 mujer, > 27-29 varén
3-IMC3:> 30
- Circunferencia y cociente cintura/cadera (Ci/Ca)
El cociente Ci/Ca es aceptado como un buen indicador de la obesidad central,
se han propuesto como valores delimitadores de riesgo > 1 en los varones y >

0.85 en las mujeres.

-Diametro sagital abdominal (DSA).

-LABORATORIO

Determinaciones biolégicas (en sangre venosa y tras 12 horas de ayuno):

Las determinaciones realizadas en ¢l laboratorio son las siguientes:
- Tolerancia oral a la glucosa.
Se realizo de acuerdo a los criterios de la OMS (Expert Committee on Diabetes
Mellitus, WHO Technical report series report series 646.ppl1-80 Geneva 1980).
Se hizo una determinacion de glucosa basal y después de la ingestion de 75 grs. de
glucosa se midio6 otra vez a las 2 horas. Los resultados se interpretaron de acuerdo
con los criterios de la ADA 1997. Las determinaciones de glucosa se realizaron
por el método de la glucosa oxidasa. Se compararon estos resultados de la nueva
clasificacion de los niveles de glucosa de acuerdo al comité de expertos (Report of
the Expert Commitee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus.
Diabetes Care 1998, 21: 5-19) con los Criterios OMS.
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- Insulina
La determinacion de insulina en suero se realizd por el método de doble
anticuerpo por radioinmunoensayo (RIA) (Insulina humana-especifica RIA,
método LINCO, St. Louise; MO).  No da reaccion cruzada con proinsulina <
0.2%.
Valor de referencia: 5 - 15 pU/ml. El Coeficiente de Variacion (CV) intra-analisis
fue: < 1% y de entre analisis: 0.67%- 7.43 %.
- Proinsulina
La determinacion se realizd por el método de anticuerpos policlonales por
radioinmunoensayo (RIA) (método de LINCO, St. Louise, MO). Valor de
referencia: 7.94 + 1.5 pmol. CV intra-analisis 0.52 — 10.3% y el de entre
analisis 0.3 - 11.8%.
- Leptina.
Se realizé por radioinmunoensayo (método de LINCO, St. Louise, MO), Valores
de referencia: en varones 3.8 £ 1.8.ng/ml, en mujeres 7.4 = 3.7 ng/ml . El CV
intraanalisis fue de 2 a 6 %, y el de entre analisis 3 a 7%.
- Sistematico de sangre
Se realizd en un sistema automatizado (Hitachi 704, Boehringer Mannheim,
Alemania) que nos proporciond un perfil con 8 componentes hematologicos.
Midiendo directamente hematies, leucocitos, plaquetas, concentracion de
hemoglobina y hematocrito. A partir de los parametros anteriormente citados se
calcul6 VCM, HCM y CHCM.
- Perfil basico
Creatinina, wurea, proteinas, albuimina, calcio, 4&cido urico, alanina
aminotransferasa (ALT), fosfatasa alcalina, glucosa.
- Perfil lipidico
Colesterol total (CT)
Se realizaron mediante determinacién enzimatica (colesterol oxidada,
peroxidasa) (CHOD-PAP, Boehringer Mannheim). Valor de referencia < 200
mg/dl (5.2 mmol/l).
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Triglicéridos (TG)

Determinacion mediante hidrolisis enzimatica de los triglicéridos y valoracion
enzimatica del producto (GPO-PAP Boehringer Mannheim). Valor de
referencia < 200 mg/dl (2.3mmol/1).

Colesterol-HDL (c-HDL)

Meétodo: Enzimatico colorimétrico. Se determind en el sobrenadante previa
precipitacion de las VLDL, LDL y quilomicrones acido fosfotungstico y
determinacion enzimatica en el sobrenadante del colesterol (HDL, Boehringer
Mannheim). Intervalo de referencia de 35 - 120 mg/dl .[ > 35 mg/dl (0.9
mmol/1)].

La precision intraandlisis (control de calidad interno) y el sesgo (control de
calidad externo, Murex) fueron siempre mejores que el 3% (a excepcion del c-
HDL cuyo sesgo interlaboratorios fue siempre mejor que el 4%).

Colesterol-LDL (c-LDL)

Se estim6 mediante la formula de Friedewald, excepto cuando los triglicéridos
excedian de 400 mg/dl. (Friedewald WT, Levy IR and Frederickson DS
Estimation of the concentration of low-density lipoprotein cholesterol in
plasma, withoutthe use of the preparative ultracentrifuge. Clin Chem 1972;
18: 499-502).

Aunque no exista ninguna condicién que podamos considerar de forma
absoluta carente de riesgo de enfermedad cardiovascular, si se puede hablar de
situacion deseable, consideramos las determinaciones del perfil lipidico de
acuerdo al Consenso de la Sociedad Espafiola de Aterosclerosis,
Sociedad Espafiola de Medicina Interna, Liga de la Lucha Contra
Hipertension Arterial (Clinica e Investigacion en Aterosclerosis, vol 6 n® 2
abril-junio 1994) se consider6 anormal las concentracién de colesterol total >
200 mg/dl (5.2 mmol/l), c-HDL < 35 mg/dl ( 0.9 mmol/l), niveles de
triglicéridos > 200 mg/dl ( 2.3 mmol/l ) y c-LDL >160 mg/dl ( 4.1mmol/l).

Debido a la elevada prevalencia de colesterol > 200 mg/dl observada al aplicar
los criterios antes mencionados se analizaron de acuerdo a Summary of
Second Report of the National Cholesterol Education Program (NCEP) Expert
Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of high Blood Cholesterol in

Adults (Adult Treatment Panel II) JAMA , June 16, 1993; vol 269, N° 23 :
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3015-3023. Colesterol > 200 - 239 mg/dl ( 5.2 — 6.2 mmol/l) y valores
elevados > 240 mg/dl (6.2 mmol/l).
Para poder comparar con los estudios realizados en poblacion espaiola

también clasificamos los niveles de CT en niveles < 200 mg/dl (5.2mmol/l),

>200 — 250 mg/dl (5.2 — 6.5 mmol/l) y > 250 mg/dl ( 6.5 mmol/l).
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9. ABREVIATURAS

LRAINNR DD =

B2 AR, Receptor Beta-2 Adrenérgico
B3 AR, Receptor Beta-3 Adrenérgico

ADA (American Diabetes Association), Asociacion Americana de Diabetes

ADN, Acido Desoxiribonucleico

AGL, Acidos Grasos Libres

Ci/Ca, Cociente Cintura Cadera

DM 2, Diabetes Mellitus Tipo 2

DSA, Didametro Sagital Abdominal

EGIR (European Group for the Study of the Insulin Resistance), Grupo
Europeo para el Estudio de la Resistencia a la Insulina

. FABP2, Proteina de Union a Acidos Grasos

. GS, Glucodgeno Sintasa

. HOMA-IR, (Homeostasis model assessment of insulin resistance)

. IGA, Intolerancia a la Glucosa

. IMC, Indice de Masa Corporal

. IRSs, Sustratos del Receptor de Insulina

. PAD, Presion Arterial Diastolica

. PAS, Presion Arterial Sistolica

. PC-1, Glicoproteina Plasmatica

. PPARY, Receptor Activado por los Proliferadores de Peroxisomas

. RFLP, Polimorfismos de Longitud de los Fragmentos de Restriccion
. RI, Resistencia a la Insulina

. RIAs, Radioinmunoanalisis

. SM, Sindrome Metabélico

. TAG, Tolerancia Anormal a la Glucosa

. TNF-a, Factor de Necrosis Tumoral o

. UCPs, Proteinas Desacoplantes de la Termogénesis

. WHO, (World Health Organization), Organizacién Mundial de la Salud
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