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Frecuencia de los genotipos del receptor de hormona del crecimiento (GHR
fl/fl, fl/d3, d3/d3) en pacientes con obesidad moérbida y su asociacién con el
sindrome metabdlico

RESUMEN:

La obesidad mérbida (OM) ( IMC >40 kg/m?) es un factor de riesgo consistente
para muerte prematura. Entre las anormalidades asociadas con la OM, el perfil
metabdlico resultante del exceso de tejido adiposo, parece estar directamente
asociado con el incremento en el riesgo de muerte. Existe un subgrupo de pacientes
obesos en quienes estas anormalidades metabdlicas no se encuentran presentes,
conocidos como obesos metabdlicamente sanos. EI mecanismo fisiopatologico de
este patrébn metabdlico no se conoce en su totalidad, pero existe evidencia
experimental que sugiere que puede deberse, entre otros factores, a variaciones en la
distribucién del tejido adiposo. La hormona del crecimiento (GH) juega un papel
importante en la diferenciacion de adipocitos y en la distribucién del tejido adiposo.
Los efectos bioldgicos de la GH resultan de su interaccidn con un receptor especifico
de membrana, el cual se distribuye en todos los tejidos, incluyendo el tejido adiposo.
La presencia de un polimorfismo en el gen del receptor de hormona de crecimiento
(GHR), que consiste en la ausencia del exén 3, resulta en la sintesis de una isoforma
del receptor que aparentemente tiene una mayor actividad biolégica. La distribucion
de este polimorfismo asi como su posible asociacién con caracteristicas metabdlicas

es desconocida en la poblacion de obesos marbidos.

Objetivo: El objetivo de este estudio fue describir la frecuencia de los genotipos del
GHR (fl/fl, fl/d3 y d3/d3) en pacientes con obesidad mérbida y de forma secundaria
establecer su relacion con la presencia de los componentes del sindrome metabdlico
(SM) e indices de adiposidad (indice cintura-cadera (ICC), indice cintura talla (ICT) e

indice de adiposidad corporal (BAl)).

Material y Métodos: se incluyeron en el estudio pacientes adultos con obesidad
morbida (IMC >40 kg/m?) pertenecientes a la Clinica de Obesidad del HE CMN SXXI;



que no hubieran tenido ninguna intervencién para disminuir de peso en los 6 meses
previos al reclutamiento, que hubieran estado de acuerdo en participar en el estudio y
firmaran el consentimiento informado. Se registraron sus caracteristicas
antropomeétricas y bioquimicas. La determinacion del genotipo del GHR fue llevada a
cabo mediante PCR multiple. Se analizé la distribucién de los genotipos del GHR y su

potencial asociacion con medidas antropométricas y metabdlicas.

Resultados: Se incluyeron 262 pacientes en el estudio, con una media de edad de 43
+ 10 afios, predominancia del género femenino (73%); la mediana de IMC fue de 47 kg/m?
(RIC 43-53). Se encontr6é una frecuencia de los tres genotipos fl/fl, fl/d3 y d3/d3 de 27%
(71), 53% (139) y 20% (52) respectivamente. Se excluyeron 6 pacientes del analisis por
falta de datos bioquimicos completos. La prevalencia de sindrome metabdlico de
acuerdo a los criterios del consenso 2009 fue del 86% (221). No se encontraron
diferencias en la proporcion de componentes del sindrome metabdlico entre los
genotipos; sin embargo se observé una diferencia significativa en peso (p= 0.01),
siendo mayor en aquellos pacientes homo- o heterocigotos para el alelo d3. Al
comparar unicamente a los homocigotos (fl/fl vs d3/d3) también se identificé una
diferencia en el IMC (p=0.05), el HOMA2-IR (p=0.04) y una tendencia a la significancia
en el peso maximo (p= 0.06) y en los niveles de insulina en ayuno (p= 0.08),
nuevamente siendo mayores en los pacientes homocigotos para el alelo d3 que en los
heterocigotos fl/d3 y homocigotos para el alelo fl. No hubo diferencias significativas en
la proporcion de pacientes con niveles de IGF-1 por debajo del limite normal entre los

grupos.

Conclusiones: Los pacientes con obesidad mérbida presentan una distribucion de los
diferentes genotipos del GHR, diferente a la que se habia reportado en otras
poblaciones, lo que hace sospechar una posible asociacidén entre el polimorfismo y la
OB morbida. El polimorfismo del exdn 3 del GHR no produce una diferencia en la
prevalencia de los componentes del sindrome metabdlico en esta poblacion. Sin
embargo, se encontré que entre mayor cantidad de alelos d3 se tenga en el genotipo
se tiene un mayor peso, IMC y HOMA2-IR, contrario a lo que se pensaria de acuerdo
a la mayor actividad biolégica del GHR conferida por el polimorfismo del exén 3.

Multiples fendmenos afectan la capacidad de sefalizacion del receptor de GHR, por lo



que es posible que el estado proinflamatorio asociado a la obesidad, SM y otras
circunstancias provoquen una “resistencia” local o tejido especifica al efecto de la GH.

Son necesarios mas estudios basicos y clinicos para poder explicar estos hallazgos.



MARCO TEORICO

EL PROBLEMA DE LA OBESIDAD

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define a la obesidad como una
acumulacion anormal o excesiva de tejido adiposo que perjudica la salud. El indice de
masa corporal (IMC) es una relacién simple entre peso y la estatura definido como el
peso de una persona en kg dividido entre su altura en metros al cuadrado (kg/m?); es
comunmente utilizado para definir sobrepeso y obesidad. La OMS define a la
obesidad como un IMC mayor o igual a 30 [1]. De acuerdo a la OMS, la obesidad a
nivel mundial se duplicé desde 1980 a la fecha. Para el 2008 el 35% de la poblacién
mundial mayor a 20 afos, tenia sobrepeso y 11% cursaba con obesidad. El 65% de la
poblacion mundial radica en paises donde la obesidad mata mas personas que el bajo

peso [2].

En México, de acuerdo a lo reportado por la Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion (ENSANUT) 2012, la prevalencia de sobrepeso y obesidad fue de 71.3%
(sobrepeso 38.8% y obesidad 32.4%). La prevalencia de obesidad abdominal fue
74.0%, siendo mayor en mujeres (82.8%) que en hombres (64.5%). En los ultimos 12
anos se ha observado un incremento promedio anualizado de 1.3%, siendo éste
mayor en el periodo 2000-2006 (2.1%) que en el periodo 2006-2012 (0.3%) [3].

En cuanto a la obesidad moérbida, definida como un IMC mayor o igual a 40, su
prevalencia también ha ido en aumento; la encuesta ENSANUT 2012, reporta un 3%
de la poblacion dentro de este grupo [3]. Entre mayor sea el IMC, mayor es el riesgo
de padecer comorbilidades, incluyendo diabetes, hipertensién, sindrome de apnea
obstructiva del suefio, cancer, dislipidemia, enfermedades cardiovasculares y muerte

por cualquier causa. [4]

En un estudio colaborativo, se evalud la relacion entre el IMC y la mortalidad
reportada en 57 estudios prospectivos con un total de 894 576 participantes, la
mayoria realizados en Europa occidental y Norteamérica; se encontré que por cada 5

kg/m2 por arriba de un IMC de 25, la mortalidad por cualquier causa se incrementaba



en un 30% (HR 1.29 [95% CI 1.27-1.32]). En este mismo estudio, el incremento en la
mortalidad por enfermedad cardiovascular fue del 40% (HR 1.41 [1.37-1.45)),
mientras que los riesgos relativos (HR) de mortalidad por diabetes, insuficiencia renal,
insuficiencia hepatica y cancer fueron de 2.16 [1.89-2.46], 1.59 [1.27-1.99], 1.82 [1.59-
2.09] y 1.10 [1.06-1.15] respectivamente. Con un IMC 30-35 kg/m? la sobrevida se

reduce 2-4 afios; con un IMC 40-45 kg/m? se reduce entre 8-10 afios [5].

Ahora bien, los sujetos obesos en general son un grupo con mayor comorbilidad
comparado con sujetos con IMC normal. Sin embargo ha sorprendido el hecho de que
mientras algunos pacientes con obesidad claramente presentan complicaciones
asociadas con un exceso en el tejido adiposo corporal, algunos otros, igualmente
obesos, no muestran estas anormalidades metabdlicas a pesar de su exceso
significativo de grasa [6]. Se ha descrito en la literatura médica, un subgrupo de
individuos obesos al parecer resistente al desarrollo de alteraciones metabdlicas
asociadas con la obesidad. A estos sujetos se les llama obesos metabdlicamente
sanos ya que a pesar de tener un exceso de tejido adiposo, muestran un perfil
metabdlico favorable, caracterizado por altos niveles de sensibilidad a la insulina, sin
desarrollo de hipertension, perfil de lipidos no aterogénico, sin incremento en citocinas
proinflamatorias y pruebas de funcion hepatica normales [7,8].

Los mecanismos que pudieran explicar estas variaciones metabdlicas entre
individuos obesos, no estan bien entendidos. Evidencia preliminar sugiere que estan
asociadas al peso al nacimiento, tamafo del adipocito, patrones de expresién de
genes que tienen que ver con la diferenciacion del adipocito y sobretodo diferencias
en la distribucion corporal del tejido adiposo, siendo de mayor importancia la
acumulacion de tejido adiposo visceral [8,9].

Dado que la hormona de crecimiento (GH) juega un papel importante en la
distribucién de tejido adiposo, se epsecula que podria participar en el desarrollo de

estas diferencias metabdlicas entre individuos obesos.
El SINDROME METABOLICO Y LA OBESIDAD

A pesar del conflicto que ha habido sobre el concepto del sindrome metabdlico

y la inexistencia de una definicion universal, esta entidad describe una constelacion de



anormalidades metabdlicas, incluyendo la obesidad abdominal, que originalmente
fueron descritas para caracterizar a los individuos con alto riesgo cardiovascular [10].

Varios grupos han propuesto diferentes definiciones de sindrome metabdlico,
entre ellos, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el Programa Nacional de
Educacion sobre Colesterol- Tratamiento para adultos Panel IlIl (NCEP-ATP lll), asi
como La Federacion Internacional de Diabetes (IDF) [11,12,13].

Para este estudio se consideraran los criterios consenso establecidos por la
International Diabetes Federation; National Heart, Lung, and Blood Institute; American
Heart Association; World Heart Federation; International Atherosclerosis Society; and
International Association for the Study of Obesity en el 2009; creados con el objetivo
de establecer una herramienta diagndstica que pudiera ser utilizada a nivel mundial
tanto para la practica clinica como en investigacion [14]. La diferencia fundamental
con los criterios establecidos por el ATP Il y los ultimos criterios de la IDF del 2005,
es que no considera ninguno de los 5 criterios como obligatorio y que subraya la
necesidad de adoptar diferentes puntos de corte de circunferencia de cintura
dependiendo del grupo étnico al que pertenezcan los pacientes [14].

Las cinco variables de escrutinio establecidas por la IDF — CONSENSO 2009
para identificar a aquellos con sindrome metabdlico son:

1. Circunferencia de cintura incrementada. De acuerdo a etnia. Centro y
sudamericanos Hombres >90 cm y mujeres > 80 cm.

2. Niveles circulantes de triglicéridos > 150 mg/dl. O en tratamiento para triglicéridos
elevados.

3. Niveles de colesterol de alta densidad (HDL) <40 mg/dl en caso de hombres y < 50
mg/dl en el caso de mujeres.

4. Presion arterial sistolica mayor de 130 mmHg, presion arterial diastolica > 85
mmHg o bajo tratamiento antihipertensivo.

5. Glucosa en ayunas mayor o igual a 100 mg/dl o bajo tratamiento con un agente

hipoglicemiante.

El diagnéstico se establece cuando se cumplen 3 o mas de los criterios [14].

La IDF utiliza dentro de sus criterios el indice cintura cadera (circunferencia

cintura/ circunferencia de cadera), pues en varios estudios retrospectivos se ha
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encontrado una asociacion significativa con el desarrollo de eventos cardiovasculares
[15]. El incremento en el tejido adiposo visceral se ha asociado a un incremento en el
riesgo cardiovascular, cuando el indice cintura cadera es mayor de 0.90 en hombres y
de 0.80 en mujeres [15]. Por otra parte el indice cintura-talla también se ha
identificado como un marcador de riesgo cardiovascular. En un metaanalisis de 22
estudios prospectivos, que incluyé participantes caucasicos, asiaticos vy
centroamericanos, se encontré que un indice cintura-talla mayor a 0.5 era un mejor
predictor que el IMC y la circunferencia de cintura, para desarrollo de diabetes y

enfermedades cardiovasculares [16, 17].

LA HORMONA DE CRECIMIENTO

La hormona del crecimiento (GH) es una hormona fundamentalmente anabdlica
producida por las células somatotrépicas de la hipdfisis anterior [18]. La isoforma
predominante de 22 kD se secreta en forma pulsatil, bajo el control positivo de la
hormona liberadora de GH (GHRH) y negativo de la somatostatina, ambas producidas
en el hipotadlamo [18-20]. La glucosa regula la secrecién de GH mediante el aumento
(hiperglucemia) o disminucién (hipoglucemia) del tono somatostatinérgico [19]; de
hecho, la GH es una de las principales hormonas contrareguladoras del efecto de la
insulina [19]. Aminoacidos como la L-dopa y la arginina y el ejercicio estimulan la
secrecion de GH [19]. Aproximadamente la mitad de la GH circulante se encuentra
unida a una proteina ligadora de alta afinidad (GHBP), la cual cumple la funcién de
amortiguar los pulsos secretores [18,21]. La GH interactua con receptores especificos
localizados en todos los tejidos, generando factor de crecimiento insulinoide tipo 1
(IGF-1), que ademas de ser el responsable de los efectos somaticos de esta hormona,
participa en asas de retroalimentacion negativa tanto a nivel hipofisario como
hipotalamico [22-23]. EIl IGF-1 es un péptido relacionado a la insulina, que circula en
plasma unido a seis proteinas transportadoras, producidas en el higado conocidas
como proteinas fijadoras de factor de crecimiento insulinoide (IGFBP) [23-24]. La
IGFBP3 es la mas importante de éstas y forma un compuesto heterotrimérico formado
por el IGF-1, la IGFBP3 y una unidad acido-labil; su funcién es regular la accién del
IGF-1 en sus tejidos blanco [23-24]. Los niveles de IGF-1 se incrementan durante la

pubertad, lo cual coincide con la aceleracién del crecimiento somatico y declinan con
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el envejecimiento [23-24]. La desnutricién, la diabetes tipo 1 descontrolada, el
hipotiroidismo, la insuficiencia renal y hepatica, resultan en una disminucion en las

concentraciones de IGF-1 [23].

EL RECEPTOR DE HORMONA DEL CRECIMIENTO

El receptor de GH (GHR) es una glicoproteina de 620 aminoacidos, de
aproximadamente 130 kDa, pertenece a la superfamilia de receptores de citocinas de
clase | [18,25]. Estos son receptores de una sola cadena, que contienen una porcidn
extracelular, una regién transmembrana hidrofébica unica y un dominio intracelular
[18, 25]. El gen del GHR se localiza en el brazo corto del cromosoma 5 (p13.1-p12) y
esta constituido por 9 exones; el exén 2 codifica para el péptido sefnal, los exones 3-7
codifican la porcion extracelular, dénde se une el ligando (la GH), el exén 8 codifica la
porcion transmembrana y los exones 9-10 el dominio intracelular, responsable de la
senalizacién [18,26-28]. EI GHR se encuentra formando dimeros en la membrana
celular [22]. La GH posee dos diferentes sitios de union especificos, que interactuan
con el dimero del GHR, lo cual produce cambios conformacionales que a su vez dan
lugar al reclutamiento de dos moléculas de la cinasa JAK2 (del inglés, Janus
associated kinase), con lo que se induce la fosforilacién de STATSb (del inglés signal
transducers and activators of transcription o transductores de sefial y activadores de la
transcripcion) [22,29-30]. STATSb fosforilado activa la transcripcion de varios genes,
entre ellos, el del IGF-1, pero también de diversas enzimas involucradas en el
metabolismo intermedio y de los lipidos [31]. La distribucion tisular de GHR es ubicua,

si bien el higado es el 6rgano con la mayor densidad [32,33].

ACCIONES METABOLICAS DE LA HORMONA DE CRECIMIENTO

La GH funciona como una hormona metabdlica importante en el adulto al optimizar la
composicion corporal, funcidon fisica, regular la energia y los sustratos del
metabolismo. Las acciones metabdlicas de la GH interactuan con las de la insulina en
el control del tejido adiposo, la glucosa y las proteinas durante el estado de ayuno y

posprandial [34].
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La GH promueve la lipdlisis y previene la lipogénesis; junto con el IGF-1 juegan
un papel importante en la proliferacion de los preadipocitos, su diferenciacion y
senescencia [35]. Efectos indirectos de la GH incrementan la oxidacion de lipidos,
reducen el tejido adiposo visceral y posiblemente incrementan la actividad fisica
voluntaria [35].

La GH es un importante regulador del metabolismo hepatico de lipidos,
aumenta la expresion del receptor hepatico de lipoproteinas de baja densidad (LDL) e
incrementa la sintesis de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), disminuyendo
los niveles circulantes de LDL [35]. La senalizacién del GHR es importante para
prevenir la esteatosis hepatica, ya que se ha visto un incremento de esteatohepatitis
no alcohdlica en pacientes con deficiencia de GH [36].

Los efectos sobre el metabolismo de la glucosa estan balanceados entre
efectos directos y efectos indirectos. De forma directa produce un efecto inhibitorio
sobre la sefializacion de la insulina, reduciendo la sensibilidad a la misma; ademas
incrementa la produccion hepatica de glucosa [35]. Sin embargo, de forma indirecta
mejora la captacién de glucosa mediada por insulina en el musculo, incrementa la
masa muscular e incrementa la secrecion de IGF-1 por el higado [35]. La GH
incrementa la secrecion de insulina por las células pancreaticas beta. La insulina
liberada directamente sobre el sistema porta regula la respuesta hepatica a la GH al
regular la cantidad de receptores de GH; hay un incremento de receptores con niveles

bajos de insulina y una disminucién con niveles altos [35].

POLIMORFISMOS E |ISOFORMAS DEL RECEPTOR DE HORMONA DE
CRECIMIENTO

Diferentes versiones de una secuencia particular de DNA en una localizacién
cromosomica particular (locus) son llamadas alelos. Cuando estos alelos son tan
comunes que pueden encontrarse en mas del 1% de los cromosomas de la poblacion
general, constituyen lo que se conoce como polimorfismo genético [37].

Una isoforma, es una de las distintas formas que puede adoptar una proteina,
éstas pueden ser generadas por genes relacionados, por el empalme alternativo de
un mismo gen y por polimorfismos [37]. Se han identificado varias isoformas del GHR,

una de éstas carece de una secuencia de 22 aminoacidos codificados por el exon 3
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[32,38,39]. Hasta hace algunos afos, se pensaba que la presencia de isoformas de
GHR con y sin exon 3 (GHR-fl -full lenght-, GHR-d3 -deleted 3) era el resultado de
empalme alternativo del RNAm inmaduro y que la expresidén de una u otra dependia
de factores metabdlicos locales o que ocurria de manera tejido-especifica [32,38,39].
Sin embargo, se ha demostrado que la existencia de estas dos isoformas es la
consecuencia de una delecion dentro del marco de lectura derivada de un evento
recombinatorio intracromosdémico entre dos retroelementos (secuencias de DNA
derivadas de retrovirus) que flanquean el exdn 3 ocurrido tardiamente en la evolucion
de los primates [40]. La recombinacién de estos retroelementos durante la division
celular resulta en una delecion gendmica de 2.7 kb que abarca al exén, dando origen
al polimorfismo del exén 3 del GHR [41]. En general, alrededor del 50% de la
poblacion mundial es homocigota para el genotipo que contiene al exén 3 (fl/fl), el 10-
20% es homocigota para el genotipo que no lo contiene (d3/d3) y un 30-40% son
heterocigotos (fl/d3) [40]. La descripcion de esta distribucién de las variantes del
genotipo se ha reportado en distintas poblaciones, con ligeras variaciones. Mercado
[42], reportd en 175 adultos sanos mexicanos utilizados como grupo control, la
proporcion de los 3 diferentes genotipos fue 53% para fl/fl, 17% d3/d3 y 30% fl/d3.
Este grupo de sujetos estaba constituido por donadores de sangre, por lo que sus
edades oscilaban entre 18 y 65 afios, con un peso mayor a 50 kg, sanos, sin consumo
de medicamento alguno, sin antecedentes de tatuajes o perforaciones. De forma
especifica no pueden ser donadores aquellos pacientes con hipertension arterial,
diabetes mellitus descontrolada, epilepsia, dislipidemia o enfermedades del corazén
[43].

SIGNIFICADO FUNCIONAL DE LA DELECION DEL EXON 3

El significado funcional de la delecién del exdn 3 no se conoce con claridad. A través
de un estudio experimental que consistié en la transfeccidén de células COS-7 con el
cDNA del GHR-d3 a través de un vector de expresion eucaridtica. Se demostrd que la
isoforma generada por un gen con delecion del exén 3, tiene la misma capacidad de
expresarse en la membrana celular, que aquellos receptores completos. De la misma
forma demostro tener la misma afinidad hacia ligandos conocidos del GHR (GH 22K,

GH20 K, GHV, lactégeno placentario, PRL ovina), por lo que no pareciera existir una
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diferencia, por lo menos en términos de expresion o afinidad, con respecto al receptor
nativo [39].

En cuanto a la sefializacion, mediante estudios de transfeccion, Dos Santos et al [44]
demostré que la transduccion de la sefial de la GH a través de un receptor GHR-d3
(sin los aa codificados por el exén 3), ya sea formando homo o heterodimeros, fue
30% mayor que la sefalizacién a través de un receptor nativo (GHR-fl), esto al medir
las concentraciones de STATSb fosforilada generadas con cada uno de los receptores
al exponerlos a GH. Lo que hace pensar en una sefalizacién mas eficaz a través del
GHR-d3. Los mecanismos moleculares que explican la mayor bioactividad de la

isoforma GHR-d3 auln no se conocen.

IMPACTO CLINICO DE LA DELECION DEL EXON 3

Se ha reportado que pacientes con deficiencia de GH, con talla baja
diagnosticados inicialmente como pequefios para edad gestacional, con diagndstico
de talla baja idiopatica y con sindrome de Turner; que han sido tratados con GH
recombinante humana exdégena; aquellos que son homo- o heterocigotos para el alelo
d3, presentan una mejor respuesta en términos del incremento en la velocidad de
crecimiento y de talla final [44-47], lo que sugiere una mayor bioactividad de la
isoforma GHR-d3. Sin embargo, no todos han podido confirmar estos hallazgos en
pacientes con deficiencia de GH o pequefios para edad gestacional [48-50].

A pesar de haberse llevado a cabo varios estudios con el objetivo de dilucidar
el papel de este polimorfismo del GHR en el crecimiento y respuesta a la
administracion de hormona de crecimiento, los resultados aun son controversiales.
Wassenaar et al, llevaron a cabo un metaanalisis, donde incluyeron 16 estudios,
concluyendo que la presencia de al menos un alelo d3, resultaba asociado a una
mayor altura basal en pacientes con deficiencia de GH; asi como una mejor respuesta
a la administracion de GH recombinante en términos de talla final y velocidad de
crecimiento [51].

El efecto del polimorfismo del exon 3 del GHR también se ha estudiado en
adultos con deficiencia de hormona de crecimiento que han sido tratados con GH

recombiante. Se ha visto que aquellos con por lo menos un alelo d3, tienen una mejor
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respuesta a la administracién de rhGH, manifestada por lograr niveles mas altos de
IGF-1 y un perfil de lipidos menos aterogénico (disminucion de LDL, incremento HDL),
en comparacion de aquellos con genotipo fl/fl [52-54]. Sin embargo estas

observaciones no fueron confirmadas en todos los estudios [55-56].

Por otra parte, en estados de exceso de GH como la acromegalia, los
pacientes con el genotipo que carece del exdén 3 (fl/d3 y d3/d3) presentan cuadros
clinicos mas severos, con mayor prevalencia de diabetes y artropatia y son mas
resistentes al tratamiento médico [42, 57].

Estos ejemplos hacen pensar que la delecién del exdn 3 a nivel gendémico,
produce una diferencia funcional o biolégica entre las 2 isoformas que genera. Al
parecer no produce un cambio en la afinidad del receptor, por lo que esta diferencia
puede provenir de alteraciones producidas en la dimerizacion mediada por ligando,
transduccion de la sefial o reciclaje del receptor. Lo anterior finalmente conlleva a un
mayor efecto biolégico de la GH en aquellos que poseen por lo menos un alelo d3 en
el genotipo del GHR [42].

OBESIDAD Y EJE SOMATOTROPO (GH)

Tanto la secrecion como la accion de GH se encuentran alteradas en los pacientes
con obesidad; incluso, la interpretacién de las pruebas de estimulaciéon o supresion de
GH en personas con sobrepeso u obesidad requiere de criterios diferentes a los
usados en las personas no obesas [35]. Los pulsos secretorios espontaneos de GH se
encuentran disminuidos en amplitud [35], asi como Ila respuesta a distintos
sectretagogos [35]. A pesar de que los niveles de GH estan disminuidos en los
pacientes con obesidad idiopatica, las concentraciones de IGF-1 son normales,
probablemente como consecuencia de un aumento en la liberacién hepatica de IGF-1
[35]. La GH juega un papel primordial en la biologia del tejido adiposo en mamiferos
[35].

El GHR se expresa en abundancia tanto en la grasa subcutdnea como visceral
y la accion de la GH es fundamental en la adipogénesis, lipogénesis y lipdlisis [32].
Los ratones transgénicos en los cuales se ha inactivado el gen del GHR (GHRKO) son

obesos y tienen un incremento importante de la masa adiposa, particularmente la
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subcutanea, asi como niveles elevados de resistina, leptina y adiponectina [58-59].
Por otra parte, los ratones transgénicos en los que el gen de GHR es inactivado
especificamente sélo en el tejido adiposo (FaGHRKO), son también obesos con un
incremento importante en la cantidad y tamafio de adipocitos tanto en la grasa visceral
como la subcutdnea y también tienen niveles elevados de leptina [58-59].
Investigaciones recientes han demostrado que el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
a), los glucocorticoides y el factor inducible por hipoxia (HIF-1a) modifican la
transcripcion del gen del GHR en adipocitos humanos mediante su interaccion con
diferentes elementos de respuesta en el genoma [60, 61, 62]. Mientras que el TNF-a. y
los glucocorticoides disminuyen significativamente la transcripcion del gen del GHR, el
HIF-1a la incrementa [60, 61, 62]. De acuerdo a estos estudios, citocinas pro-
inflamatorias como el TNF-a, que generalmente se encuentran elevadas tanto en la
obesidad como en el sindrome metabdlico, disminuyen la disponibilidad del GHR en el
tejido adiposo, lo cual explica el hecho de que en estas condiciones la lipdlisis se

encuentre disminuida [63].

Los estados de deficiencia de GH se caracterizan por un aumento en la grasa
visceral, que se ha relacionado con el aumento en el riesgo cardiovascular de los
pacientes que la padecen [64]; el tratamiento con GH recombinante humana es eficaz
en reducir la masa adiposa en estos casos particulares [65]. Sin embargo, en la
obesidad idiopatica, el tratamiento con GH exdgena es incapaz de reducir la masa del
tejido adiposo, lo cual sugiere un estado de resistencia tisular selectiva a la accion de
esta hormona [66]. Estudios recientes han documentado que el RNAm del GHR se
encuentra drasticamente disminuido en sujetos con obesidad mérbida en comparacion
con personas no obesas [67]. Una posible explicacion fisiopatolégica de este
fendmeno es el efecto de citocinas inflamatorias como el TNF-a en reducir la tasa de
transcripcion del gen de GHR en el tejido adiposo [63]. En la obesidad idiopatica no
solamente se encuentra disminuida la expresion de GHR sino que existe una mayor
expresion de la isoforma truncada del receptor (rGHR), que funciona de manera
dominante negativa en lo que respecta a la accion biolégica de la GH en este tejido
[67].
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OBESIDAD Y EL POLIMORFISMO DEL EXON 3 DEL GHR

El impacto metabdlico de las isoformas (GHR-fl y GHR-d3) generadas por las
variantes del genotipo del GHR (fl/fl, f/d3 y d3/d3) no se ha estudiado
sistematicamente. Sabemos que los individuos que tienen GHR-d3 pueden ser
relativamente mas sensibles a la GH administrada exdégenamente y que los que
padecen acromegalia parecen tener una evolucion mas mérbida [42, 44-47, 51,57].

En un esfuerzo por descifrar el papel que juega en el metabolismo las
isoformas del GHR, se han llevado a cabo varios estudios; Strawbridge et al [68],
investigd la frecuencia de los genotipos del GHR fl/fl, d3/d3 y fl/d3 en pacientes con
curvas de tolerancia a la glucosa normales, alteradas y con diabetes mellitus tipo 2
(DM2), encontré una menor frecuencia del alelo d3/d3 y fl/d3 en los pacientes con
DM2; curiosamente en aquellos pacientes con DM2 que fueron heterocigotos (fl/d3) u
homocigotos (d3/d3) para la delecion del exén 3, presentaban un IMC mayor y
niveles mas elevados de proteina C reactiva, que aquellos diabéticos homocigotos
(fI/A1).

La presencia de por lo menos un alelo d3 se ha asociado con una mayor
secrecion de insulina para un grado dado de sensibilidad a la insulina, con un indice
de disposicion mas alto y niveles mas altos de triglicéridos en nifios y adolescentes
sanos durante la pubertad. Por lo tanto las variantes del genotipo del GHR que
incluyan un alelo d3, pueden jugar un papel importante en incrementar la secrecion
de insulina ante un reto de glucosa, por lo menos en estados de alta secrecién de
insulina endégena como es la pubertad [69].

De forma contraria a lo reportado en pacientes con diabetes mellitus tipo 2, se
encontré que en una poblacion de nifnos obesos, la presencia de por lo menos un
alelo d3 se asociaba a un IMC menor. Ademas se encontrd que los nifios obesos con
por lo menos un alelo d3 en su genotipo, tenian niveles de insulina en ayuno, HOMA,
indices de sensibilidad a la insulina, colesterol y triglicéridos menores a los reportados
para nifios homocigotos para el alelo fl (fl/fl) [69]. Se ha reportado una mayor
prevalencia de por lo menos un alelo d3 en nifios con obesidad que en nifios con IMC
normal (35.2% vs 22.3%) [70].

La presencia del genotipo GHR-d3 también se ha asociado con una mayor

prevalencia de hipertension, en pacientes que han tenido un evento vascular cerebral,
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sobretos en mujeres [71]. Aunque también se le ha asociado con niveles mas altos de
HDL en poblacién india [72].

Recientemente, Martins y colaboradores [73] llevaron a cabo la genotipificacion
del polimorfismo del GHR exén 3 de 385 adultos jovenes y no encontraron una
asociacion significativa entre el genotipo y la prevalencia de hipertension, obesidad,
diabetes, hipercolesterolemia o trombosis. De la misma manera Audi, et al [74], en
pacientes que fueron pequenos para edad gestacional, no encontré asociacion entre
el genotipo del GHR-fl/d3 y marcadores de sensibilidad a la insulina.

Por otra parte Glad y colaboradores [75], genotipificaron miembros de 2
poblaciones Suizas, integrando un total de 1135 sujetos. Al contrario de lo que
esperaban, encontraron que los homocigotos para d3 (GHR d3/d3) tenian un mayor
indice cintura-cadera, mayor circunferencia de cintura, mayor peso corporal y mayor
IMC; siendo los primeros en reportar una asociacién del genotipo GHR-d3 con
marcadores de mayor riesgo metabdlico. Lo que refleja la complejidad de la relacion
entre la sensibilidad a GH, secreciéon de GH y otras adaptaciones metabdlicas que

ocurren en individuos con un eje GH-IGF-1 normal.

Lo anterior proporciona evidencia de una diferencia funcional o biolégica entre
aquellos sujetos con genotipo fl/fl, es decir ambos alelos contienen el exén 3; y
aquellos cuyo genotipo contiene al menos un alelo d3 ( ausencia de exdn 3 en el gen).
Al parecer estos genotipos presentan diferencias metabdlicas, sobretodo en el
metabolismo de la glucosa y en el de los lipidos, que los hacen mas propensos o no a
desarrollar componentes del sindrome metabdlico. Esta propension aun no esta bien

definida, puesto que los hallazgos entre los estudios son discordantes.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La obesidad es un problema de salud de proporciones pandémicas. En México,
de acuerdo a lo reportado por la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT)
2012, la prevalencia de obesidad fue de 32.4% [3]. La prevalencia e incidencia de la
obesidad y morbilidades asociadas como diabetes, hipertensién, dislipidemia y el

sindrome metabdlico en conjunto, van en aumento tanto en hombres como en
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mujeres y en todos los grupos de edad. Un mayor indice de masa corporal se ha

asociado con mayor morbilidad y mortalidad.

Dentro del grupo de pacientes con obesidad, existen algunos de ellos que a
pesar de tener un incremento en el tejido adiposo, no presentan las anormalidades
metabdlicas (hipertension, resistencia a la insulina, perfil de lipidos aterogénico) que
clasicamente se han asociado con la obesidad. La razén de estas diferencias es poco
comprendida, sin embargo se cree que la distribucién del tejido adiposo juega un

papel importante en el establecimiento de estas diferencias metabdlicas.

La GH participa de forma activa en el metabolismo de lipidos, carbohidratos y
proteinas. De igual forma participa en la diferenciacion y distribucién del tejido
adiposo. Existen isoformas del GHR en las que se incluyen o excluyen 22
aminoacidos codificados por el exén 3 (GHRfl y GHRd3). Se cuenta con evidencia
experimental de que la sefalizacién del GHR a través de la isoforma GHRd3, es mas
eficaz. Hasta ahora la informacién no es uniforme, sin embargo, es claro que hay una
diferencia metabdlica entre aquellos individuos con el genotipo fl/fl y aquellos con fl/d3
o d3/d3.

El papel del polimorfismo del exdn 3 del GHR no ha sido estudiado en adultos
con obesidad morbida. Es probable que existan efectos bioldgicos diferentes
mediados por las isoformas del GHR codificadas por los genotipos fl/fl, fl/d3 o d3/d3
que puedan explicar, por lo menos parcialmente, la participacion de la GH en esta

patologia y las diferencias metabdlicas entre los mismos pacientes obesos.

JUSTIFICACION

Siendo un problema de salud a nivel mundial, entender parte de la
fisiopatologia de la obesidad resulta importante.Hasta ahora la frecuencia y el papel
del polimorfismo del exén 3 del GHR en el perfil metabdlico de pacientes adultos con

obesidad morbida no se ha estudiado.
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Los pacientes con obesidad mérbida pueden presentar patrones metabdlicos
muy diferentes y no existe una razén conocida para este fenédmeno. En este protocolo
se explora una posible explicacion: los polimorfismos del GHR que carecen del exén 3
producen receptores que sefalizan de una manera mas eficiente y probablemente
confieran patrones metabdlicos menos alterados. Este conocimiento contribuiria a un
mejor entendimiento de las caracteristicas y los eventos fisiopatolégicos que ocurren
en la obesidad modrbida y podria resultar eventualmente, en la capacidad de identificar
de manera temprana a los pacientes con obesidad mérbida que presenten un patrén

metabdlico de mayor riesgo.

PREGUNTAS DE INVESTIGACION

Prequnta Principal

En los pacientes con obesidad mérbida de la Clinica de Obesidad del HE CMN Siglo
XXI:
1. ¢Cudl es la frecuencia de los genotipos del GHR (fl/fl, fl/d3, d3/d3)?

Preguntas Secundarias

En los pacientes con obesidad mérbida de la Clinica de Obesidad del HE CMN Siglo

XXI:

1. ¢Existe asociacion entre el polimorfismo del exén 3 del GHR y la frecuencia de
sindrome metabdlico o la frecuencia de sus componentes?

2. ¢Existe asociacion entre el polimorfismo del exén 3 del GHR y algunos indices de

adiposidad (IMC, circunferencia de cintura, ICC, BAI)?

HIPOTESIS

Hipotesis principal

En los pacientes con obesidad morbida de la Clinica de Obesidad del HE CMN siglo
XXI:

1. La frecuencia del genotipo con al menos un alelo d3 sera mayor al 47% [42].

Hipotesis secundarias
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1. Existe una asociacion entre el polimorfismo del exon 3 del GHR y una menor
frecuencia del sindrome metabdlico y sus componentes.
2. Existe una asociacién entre el polimorfismo del exén 3 del GHR y menores

indices de adiposidad (IMC, circunferencia de cintura, ICC, BAI).

NOTA: Se realizé una revision de la literatura en busca de informacién que nos
permitiera establecer una magnitud de la asociacion, sin embargo, este
polimorfismo del GHR no se ha estudiado especificamente en pacientes con
obesidad mérbida. La mayor aproximacion constituye el estudio llevado a cabo
por Gao et al. [70] en nifios obesos chinos, sin embargo, las variables de
desenlace analizadas son diferentes. Se decidié no establecer magnitud, por

falta de informacién en la literatura.

OBJETIVOS DEL ESTUDIO
Objetivo Principal

En los pacientes con obesidad mérbida de la Clinica de Obesidad del HE CMN Siglo

XXI:

1. Determinar la frecuencia de los genotipos del GHR (fl/fl, fl/d3, d3/d3) mediante
genotipificacion por PCR punto final.

Objetivos Secundarios

1. Describir y comparar la frecuencia de sindrome metabdlico* y cada uno de sus
componentes entre los genotipos del GHR.
2. Describir y comparar los indices de adiposidad (IMC, circunferencia de cintura,

ICC, BAI)* entre los diferentes genotipos.

*Referirse a definicion de variables, para una definicion operacional mas detallada de

éstas variables.

DISENO DEL ESTUDIO
a. Por la maniobra del investigador: observacional
b. Por el numero de mediciones: transversal
c. Por la recoleccion de datos: prolectivo
d

Por la direccion: sin direccion
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e. Por el disefio: Transversal comparativo

METODOS

Poblacion y lugar de estudio

Casos consecutivos de pacientes mayores de 18 afios, mexicanos, con diagndéstico de

obesidad moérbida, que pertenezcan a la preconsulta de la Clinica de Obesidad del

servicio de Endocrinologia del Hospital de Especialidades de CMN Siglo XXI.

Elegibilidad de los pacientes

Criterios de inclusion:

Hombres o mujeres mayores de 18 anos.

Con un indice de masa corporal > 40 kg/m?>.

Mexicanos ( definido como aquellos individuos nacidos en territorio mexicano,
con apellido derivado del espafol, con al menos 3 generaciones de
ascendientes nacidos en México [76], informacién obtenida en interrogatorio
inicial para considerarse candidato a ingreso al estudio).

Pertenecientes a la preconsulta de la clinica de obesidad del Hospital de
Especialidades de CMN siglo XXI.

Que no hubieran estado bajo tratamiento para pérdida de peso en los ultimos 6
meses.

Que acepten participar en el estudio.

Criterios de no inclusion:

Pacientes que estén recibiendo tratamientos que puedan afectar al sistema
somatotropo: agonistas de somatostatina, agonistas dopaminérgicos, GH
humana recombinante

Pacientes con cirugia hipofisaria en los ultimos 6 meses o radiacién hipofisaria

en los 10 afos previos.

Criterios de eliminacion:

Aquellos que retiren el consentimiento informado.
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* Enlos que no se puedan obtener muestras por dificultad técnica.
» Cuyas muestras no puedan ser analizadas correctamente o que se dafien
durante su obtencion, almacenamiento o manipulacién.

* Valores de TSH > 3.5 uUI/L.

Tamaino de muestra

Tomando en consideraciéon lo reportado por Mercado [42] en un grupo de 175
pacientes mexicanos, sanos, tomados como grupo de referencia en su estudio, se

encontraron las siguientes frecuencias genotipicas:

f( fl fl)= 93/175= 53%
f(fl/d3)= 52/175= 30%
f(d3/d3)= 30/175= 17%

Se realizé el calculo con la férmula de prevalencia para una poblacidn finita:

N*Z.p*q
AT 2
d** (N -1)+Z;*p*q

Donde:

N= 400 pacientes ( correspondientes a los 350 pacientes de la clinica de obesidad
y un calculo de 50 pacientes nuevos en 1 afo, ya que ingresan a la clinica
alrededor de 4 pacientes al mes).

Z a=1.96 (IC 95%)

p= 0.47 contengan alelo d3

g=1-p=0.53

d=0.05

Se calculd un tamaino de muestra de 196 sujetos, afiadiendo 20% de pérdidas se
estimo una muestra total de 235 sujetos.
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NOTA: Debido a que no contamos con la distribucion de los genotipos (fl/fl, fl/d3 y
d3/d3) en sujetos mexicanos con obesidad morbida, se propone este ejercicio de
calculo de tamafo muestral para lograr una distribucién de los genotipos parecida a la
reportada en sujetos mexicanos sanos [42]. Se decidid utilizar este calculo de tamafio
de muestra para lograr una muestra representativa de los 3 grupos (fl/fl, fl/d3, d3/d3).
Por otro lado, no existe informacién reportada que permita estimar el tamano
de la muestra necesario para identificar diferencias en la presencia de sindrome
metabdlico (y sus componentes) o de los indices de adiposidad entre los genotipos de

GHR para calcular tamafo de muestra para los objetivos secundarios.
Muestreo
« Tipo de muestreo: no probabilistico de casos consecutivos de abril 2014-

Noviembre 2015.

Definicion de variables
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Variable

Definicion conceptual

Definicién operacional

Tipo de

Escala de

Variable Independiente

variable

Medicién

Par de alelos que conforman

Par de alelos correspondientes al
locus del gen del receptor de

la constitucion genética de un ~ hormona de crecimiento, obtenido Politomica:
individuo para el locus por PCR punto final a partir de DNA 1: Al
Genotipo del GHR correspondiente al gen del extraido de leucocitos de sangre Cualitativa 2: fild3
receptor de hormona de periférica. Para la primera pregunta 3:d3/d3
crecimiento [37]. de investigacion se considerara cada
uno de los genotipos (fl/fl, fl/d3 y
d3/d3).
Variables dependientes
El diagnéstico de sindrome
metabdlico se realiza cuando estan
o presentes en un individuo tres 0 mas
Se trata de una constelacion - .
o de los siguientes determinantes de
de factores fisioldgicos, . . . .
. J riesgo —> circunferencia de cintura
bioquimicos, clinicos y
" . mayor de 90 cm en hombres y >80
metabdlicos que directamente . o . Co
) - incrementan el riesgo de cm en mujeres. Triglicéridos > 150 o Nominal dicotomica
Sindrome metabdlico . mg/dl. Colesterol HDL < 40 mg/dlen  Cualitativa 0: Ausente
enfermedad cardiovascular . :
P hombres y < 50 mg/dl en mujeres. 1: Presente
aterosclerotica, diabetes 9 L
o . Presion arterial sistdlica mayor de
mellitus tipo 2 y la mortalidad - e
or cualquier causa [77] 130 mmHg, presion artengl diastolica
P ' > 85 mmHg o bajo tratamiento
antihipertensivo. Glucosa en ayunas
> 0 igual a 100 mg/dl o bajo
tratamiento hipoglucemiante [14].
Condicién en la cual los
niveles de triglicéridos se
encuentran incrementados,
representando un incremento  Presencia de un nivel de triglicéridos
del riesgo cardiovascular. Se mayor o igual a 150 mg/dl O el uso . Co
L ; - Nominal dicotomica:
. Lo define hipertrigliceridemiaun  de tratamiento farmacolégico o
Hipertrigliceridemia . S " A . Cualitativa 0 Ausente
nivel de triglicéridos mayor o utilizado para disminuir los niveles de 1 Presente
igual a 150 mg/dio el uso de triglicéridos (fibratos, acido nicotinico)
tratamiento farmacoldgico [14].
utilizado para disminuir los
niveles de triglicéridos [78].
Disminucion de los niveles de
I|pt;pr.(()jte|nas de.alt? d%n3|dad. Presencia niveles de colesterol HDL inal dicotomica:
Hipoalfalipoproteine Definido como niveles de menores a 40 mg/dl para hombres y - Nominal dicotomica:
! colesterol HDL menores a 40 . Cualitativa 0 Ausente
mia menores a 50 mg/dl para mujeres
mg/dl para hombres y 1 Presente
[14].
menores a 50 mg/dl para
mujeres [79].
Tension arterial sistdlica mayor o
Enfermedad crénica igual a 130 o tensidn arterial
caracterizada por un diastolica mayor a 85 o encontrarse . C
. L . . . . . o . Nominal Dicotémica
Hipertension arterial ~ incremento continuo en las bajo tratamiento antihipertensivo. -
L o . Cualitativa 0 Ausente
sistémica presién que la sangre ejerce [14]. Al momento de llevar a cabo 1 Presente

sobre las paredes de las
arterias.

valoracion inicial para ingreso a
protocolo. En caso de tener una
tension arterial sistélica >130 pero
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<150 mmHg y una TAD >85 pero <
100 mmHg, se revisara el expediente
o carnet de citas en busca de otras
mediciones de TA para confirmar o
descartar diagnéstico.

Alteracion en el

Categorias de riesgo

Presencia de niveles de glucosa en
ayuno mayores a 100 mg/dl o estar

Nominal dicotomica:

metabolismo de los incrementado para diabetes 0 recibiendo tratamiento para Cualitativa 0 Ausente
carbohidratos diagnéstico de diabetes. intolerancia a carbohidratos o 1 Presente
diabetes [14].
IMC= peso/(talla)z. Peso medido en
indice de Masa Medida de asociacion entre el kllog.ra.\mos ytalla en m,etros. Ambas . .
Lo mediciones se evaluaran el dia en Cuantitativa  continua (Kg/m?)
corporal peso Y la talla de un individuo. o
que se lleve a cabo la obtencién de
datos generales.
Razon entre la circunferencia , . .
. Razén entre la circunferencia de
de la cintura entre la . . .
. . cintura entre la circunferencia de
circunferencia de la cadera .
foL L cadera, medidas por el personal de . .
Indice cintura cadera  (definicién conceptual . ) Cuantitativa  Continua
. L enfermeria el dia del llenado de la
obtenida de términos MeSH, .
. . hoja de datos.
disponible en
www.nchi.nim.gov/mesh)
Razon entre la circunferencia , . .
) Razén entre la circunferencia de
de cintura y la altura . . .
- (definicién conceptual cintura medm!a en centimetros gntre o .
Indice cintura Talla . L la altura medida en cm, determinadas ~ Cuantitativa ~ Continua
obtenida de términos MeSH, ; )
. . por el personal de enfermeria el dia
disponible en .
. del llenado de la hoja de datos.
www.nchi.nim.gov/mesh/)
Par&metro alternativo al IMC
indice de adiposidad utilizado para la estimacion del BAI= ( cadera/ altura 15)-18 . .
% de grasa corporal en Cuantitativa ~ Continua
corporal (BAI) . . [80]
hombres y mujeres adultos sin
utilizar correccién numérica.
Variables descriptoras
Medida de la fuerza Medlfja obtenida al pesar al paciente
L . en béscula Toledo 250 kg O.S., .
Peso gravitatoria que acta sobre . . Continua (kg)
. posterior a haberse retirado los .
un objeto [81]. , . Cuantitativa
zapatos y s6lo con ropa ligera. .
continua
Distancia vertical de un cuerpo
respeclto ala tierra 0d Distancia medida de los pies al vertex .
Talla cualquier otra superficie . Continua (m)
. con estadimetro.
tomada como referencia [82].
Cuantitativa
continua
Distancia alrededor del abdomen
medido en sujeto de pie a la altura de
. . Perimetro alrededor del |la cicatriz umbilical, el dia en que se .
Circunferencia de . : Cuantitativa .
: abdomen medido a la altura lleve a cabo el llenado de hoja de . Continua (cm)
cintura continua

de la cicatriz umbilical.

recoleccion de datos. Medicion
llevada a cabo con cinta métrica de
fibra de vidrio, inextensible, graduada
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en cm y sensible en mm, Hergom.

Circunferencia de
cadera

Perimetro medido a la altura
del trocanter mayor del fémur.

Perimetro medido a la altura del
trocanter mayor del fémur, el dia en
que se lleve a cabo el llenado de hoja
de recoleccion de datos. Medicion
llevada a cabo por personal de
enfermeria, con cinta métrica de fibra
de vidrio, inextensible, graduada en
cm y sensible en mm, Hergom.

Cuantitativa
continua

Continua (cm)

Nivel de Triglicéridos

Determinacion de triglicéridos
tras por lo menos 8h de
ayuno.

Determinacion de triglicéridos en
ayuno por muestra venosa en
laboratorio, tras por lo menos 8h de
ayuno. Mediante test enzimético
colorimétrico, realizado en analizador
Roche/Hitachi 912/MODULAR.

Cuantitativa
continua

Continua (mg/dl)

Nivel de colesterol
HDL

Determinacion de los niveles
de colesterol de alta densidad,
tras ayuno de 8 horas en
muestra de sangre venosa.

Determinacion de los niveles de
colesterol de alta densidad, tras
ayuno de 8 horas en muestra de
sangre venosa. Mediante test
enzimatico colorimétrico, realizado en
analizador Roche/Hitachi
912/MODULAR.

Cuantitativa

Continua (mg/dl)

Tension arterial
sistélica

Presion ejercida por la sangre
sobre las arterias al momento
de la sistole.

Presion registrada por
efigmomandmetro al momento de la
percepcidn del primer ruido de
Korotkoff sobre arteria braquial.
Realizada con esfigmomandmetro
aneroide con brazalete especial para
pacientes con obesidad Tycos
Welch-Allyn. Realizada por personal
de enfermerfa, siguiendo los
recomendaciones de la sociedad
europea de hipertension (ver manual
de procedimientos).

Cuantitativa
continua

Continua (mmHg)

Tension arterial
diastélica

Presion ejercida por la sangre
sobre las arterias al momento
de la diastole.

Presion registrada por
efigmomandmetro al momento de la
percepcidn del Gltimo ruido de
Korokoff sobre arteria braquial.
Realizada con esfigmomandmetro
aneroide con brazalete especial para
pacientes con obesidad Tycos
Welch-Allyn. Realizada por personal
de enfermeria, siguiendo los
recomendaciones de la sociedad
europea de hipertension (ver manual
de procedimientos).

Cuantitativa
continua

Continua (mmHg)

Glucosa plasmética

enayuno

Nivel de glucosa en sangre
venosa, determinado por
estudio de laboratorio llevado
a cabo tras por lo menos 8h

Nivel de glucosa en sangre venosa,
determinado en el tiempo 0 de la
curva de tolerancia oral a la glucosa.
Mediante test enzimético

Cuantitativa
continua

Continua ( mg/dl)
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de ayuno.

colorimétrico, realizado en analizador
Roche/Hitachi 912/MODULAR

HOMA2-IR
Homeostasis model

Estimacion de la funcion de la
celula beta y la sensibilidad a
la insulina en un estado basal,

Se utiliz6 el modelo computacional
para determinacion de HOMA2,
desarrollado por Levy y
colaboradores [,], disponible en la
pagina de la universidad de Oxford

. . Cuantitativa  Continua
assessment 2 expresado como porcentaje de forma gratuita
del valor normal en una (https:/lwww.dtu.ox.ac.uk/homacalcul
poblacion de referencia. ator/download.php). El modelo
requiere la determinacién de glucosa
e insulina en ayuno.
Potenciales
confusoras
Tfr;nopnoaqdueigg \sl:}”fi?:#:ge Edad consignada en el expediente u
Edad persor hoja de datos al momento del Cuantitativa ~ Continua (afios)
nacimiento. P
diagnostico.
] Taxon que agrupa a especies Género consignado en hoja de datos Nominal Q|cotom|ca
Geénero que comparten ciertos , o 0 Masculino
0 expediente clinico. .
caracteres - 1 Femenino
Cualitativa

NOTA: Para mayor informacién sobre la medicion de las variables, referirse al manual de procedimientos.

Procedimientos Generales

Reclutamiento de pacientes

1) Se identificaron aquellos pacientes de la preconsulta de la clinica de Obesidad del

HE CMN SXXI que cumplieran criterios de seleccion.

2) Al concluir la consulta, de forma privada se invitd a los pacientes que reunian

3)

4)

5)

criterios de seleccion a participar en el estudio, incluyendo explicacion y firma de
consentimiento informado (ANEXO 1).

Se registraron datos clinicos y parametros antropométricos en hoja de recoleccién
de datos (ANEXO 2).

En caso de que el paciente se encontrara en ayuno de al menos 8h, en ese mismo
momento se tomaron muestras de sangre venosa para determinacién de
parametros bioquimicos y genotipificacion. En caso de no estar en ayuno, se
programo una cita para toma de muestras dentro de los siguientes 5 dias.

La muestra de sangre venosa destinada a determinacion de parametros
bioquimicos fue procesada después de su obtencion ese mismo dia en el
laboratorio central del HE CMN SXXI (ANEXO 3).
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6) La muestra destinada a genotipificacién se almacené a 4 grados centigrados y se
llevé a cabo extraccion de DNA en los siguientes 5 dias.

7) El proceso de extraccion de DNA se llevo a cabo con kit QlAamp DNA Mini Kit de
QIAGEN, siguiendo las especificaciones del fabricante (ANEXO 3).

8) Se determind la pureza del DNA mediante espectrofotometria (Nanodrop 2000
Thermo Scientific) asi como su integridad mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1%.

9) EI DNA extraido se almacené a -20 grados hasta realizacién de PCR multiple para
genotipificacion. Llevada a cabo en los siguientes 10-20 dias tras su obtencién.
10)Para la genaotipificacion, cada alelo del gen del GHR fue amplificado por separado
de DNA gendmico utilizando los primers G1, G2 y G3 desarrollados por Pantel
[40], con numero de acceso GenBank AF155912 y AF210633; mediante PCR
multiple utilizando PCR Master Mix (Promega). Parametros de termociclaje:
desnaturalizacion inicial 94°C por 5 min; 35 ciclos de 94°C por 1 min,
posteriormente 58°C por 30s, 72°C por 1.5 min y extension final a 72°C por 10
min. El tamafio del DNA amplificado se confirmé por electroforesis en gel de

agarosa 2% (ANEXO 3).

11)Los procedimientos de biologia molecular se realizaron con la colaboracién del
Dr. Daniel Castelan Martinez (Doctor en ciencias de la salud- Farmacologia) y
el QFB. Andy Romero Nieves en la Unidad de investigacion médica en
endocrinologia experimental CMN SXXI.

12)Se llevé a cabo recoleccion de datos y analisis de los mismos.

Flujograma:
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Preconsulta Clinica de Obesidad
HECMNSXXI
Poblacion elegible
Invitacién y firma de consentimiento
informado

v

Programacion de cita para
toma de muestras de sangre

v

Toma de muestras de sangre:
r 1. Para Genotipificacion n
2. Estudios de laboratorio

v v

Muestra 1 Muestra 2
Asignacién de numero de registro en base Ese mismo dia, trasporte y

de datos y traslado a UIEE*. iento d t
Almacenamiento a -4 grados hasta procesamiento de muestras a

extraccion de DNA. laboratorio central
. [}
\4 4 v
Extraccién de DNA de células Recabar resultados y llenado de
nucleadas de sanare periférica base de datos
" "
v

Almacenamiento de muestra de
DNA a -70 grados C en UIEE*
hasta genotipificacion.

v
Genotipificacion mediante PCR
multiple
v p v
Llenado de base de datos con ) > Analisis base de datos
resultados Reporte de resultados
p v

Elaboracién manuscrito
Publicacion
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* Unidad de Investigacion en Endocrinologia Experimental.
Analisis de resultados
El analisis estadistico de resultados se llevé a cabo con el paquete estadistico

SPSS v 21.

* Analisis exploratorio: posterior a vaciamiento de los datos se realizé analisis

general de las variables de estudio, de datos faltantes y datos incorrectos.

» Analisis descriptivo: para las variables cualitativas se estimaron las frecuencias

absolutas y proporciones. Para las variables cuantitativas se estimaron medidas
de tendencia central y de dispersion (media y desviacion estandar o mediana y
rangos intercuartilicos 25-75) de acuerdo a su distribucidén, determinada mediante
la prueba de Kolmogorov-Smirnov.

* Equilibrio de Hardy-Weingerb: Se analizé el equilibrio de Hardy —Weinberg del

genotipo del GHR (fl/d3) en la poblacion de obesos morbidos. Para evaluar
diferencias de la frecuencia de genotipos con respecto a lo anteriormente
reportado en poblacion mexicana [42] se utilizé una Chi-cuadrada de Pearson.

* Anadlisis de asociaciones: Para determinar la diferencia de los componentes del

sindrome metabdlico, parametros antropométricos y bioquimicos entre los
diferentes genotipos se utilizé6 Chi cuadrada para las varibles cualitativas y ANOVA
o Kruskall Wallis para las variables cuantitativas, de acuerdo a su distribucion.
Para llevar a cabo la comparacion de las variables uUnicamente entre los
homocigotos, se utiliz6 Chi cuadrada para variables cualitativas y t Student o U
Mann-Whitney para variables cuantitativas dependiendo de su distribucion.

* Analisis multivariado: Para el analisis ajustado se llevd a cabo regresion logistica
para las variables desenlace cualitativas y regresion lineal multiple para las

variables desenlace cuantitativas. Se ajusté por edad, género e IMC.

CALCULO DEL PODER ESTADISTICO

Se realizé calculo del poder estadistico por comparacion de medias,

considerando el peso (variable antropométrica que presentd diferencias significativas)
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en los pacientes genotipos homocigotos (fl/fl o d3/d3). Asumiendo que:
a=0.05

pu1=123.14

p2=136.11

s1=22.15

§2=24.54

n2/n1= 0.85

Se estimo un poder (B) de 0.91

ASPECTOS ETICOS
El estudio se apeg06 a lineamientos establecidos en la Declaracion mundial de Helsinki
y en el reglamento de la Ley general de salud en materia de investigacién para la

salud.

Riesgo de la Investigacion: de acuerdo a lo establecido en el reglamento de la Ley

general de salud en materia de investigacion para la salud, titulo segundo, capitulo I,
articulo 17; este estudio se considera como investigacién con riesgo minimo, puesto
que implica procedimientos rutinarios (extracciéon de sangre por puncion venosa en
adultos, de aproximadamente 8 ml en total).

Posibles beneficios: Ningun paciente obtuvo beneficio directo de la realizacidén de este

estudio.

Confidencialidad: los datos recabados en este estudio se manejaron por medio de

clave numérica, sin posibilidad de identificar a quien corresponden los resultados de
cada estudio. La base de datos que contenia informaciéon confidencial, Unicamente fue
manejada por el alumno, el cotutor y tutor. Una vez realizada la genotipificacion, las
muestras se desecharon de acuerdo al protocolo de manejo de desechos bioldgicos
del HECMNSXXI.

Consentimiento informado: debido a que esta investigacion se clasific6 como de

riesgo minimo, requirié de la obtencién de consentimiento informado. El cual se

obtuvo de manera privada por parte del alumno de maestria.
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Seleccién de participantes: dado que se tratd de un muestreo no probabilistico de

casos consecutivos; se siguid el principio fundamental de justicia, pues no hubo
discriminacion para distribuir los recursos asistenciales, ni la oportunidad de participar.

Conflicto de intereses: no existe conflicto de interés dentro del equipo de

colaboradores.
FINANCIAMIENTO

Se conté con apoyo financiero del fondo para el desarrollo de protocolos de
investigacién y desarrollo tecnoldgico sobre temas especificos de los temas
prioritarios de investigacién en salud en el IMSS con numero de control interno
asignado por el Fondo de Investigacion en Salud: (FIS/IMSS/PROT/G14/1305). Que
se utilizd para compra de equipo y material para procedimientos de biologia
molecular. La institucion contd con los recursos humanos y materiales para llevar a

cabo el proyecto.
RESULTADOS

Se genotipificaron 262 pacientes con obesidad morbida (IMC > 40 kg/m?)
pertenecientes a la Clinica de Obesidad del Hospital de Especialidades CMN SXXI.
Se encontro una frecuencia de los tres genotipos fl/fl, fl/d3 y d3/d3 de 27% (71), 53%
(139) y 20% (52) respectivamente (Tabla 1). No se encontraron desviaciones del

equilibrio de Hardy Weinberg (Tabla 2).

Tablal. Distribucion de los genotipos n= 262

f1/f1 71 (27%)
fl/d3 139 (53%)
d3/d3 52 (20%)
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Tabla 2. Frecuencias alélicas y genotipicas de GHRd3 (n = 262)

n Frecuencia observada IC 95% Frecuencia esperada*
Genotipos
fi/fl 71 0.271 0.221-0.328 0.288
fl/d3 139 0.531 0.470-0.590 0.497
d3/d3 52 0.198 0.155-0.251 0.215
Alelos
fl 281 0.536 0.494-0.579
d3 243 0.464 0.422-0.520

*Calculadas a partir del equilibrio de Hardy-Weinberg; sin desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg.
Hardy-Weinberg Equilibrium Testing of Biological Ascertainment for Mendelian Randomization Studies.
OEGE - Online Encyclopedia for Genetic Epidemiology studies (http://www.oege.org/software/hwe-mr-

calc.shtml)

Se excluyeron del analisis estadistico a 6 pacientes, por no contar con la totalidad de
parametros antropométricos y bioquimicos evaluados, analizandose un total de 256
pacientes. La tabla 3, muestra las caracteristicas generales, antropométricas,
bioquimicas y componentes del sindrome metabdlico de los pacientes con obesidad
morbida. La media de edad fue de 43 + 10 afios, con predominancia del género
femenino (73%); la mediana de IMC fue de 47 kg/m® y la de la circunferencia de
cintura de 144 (134-158) cm para los hombres y de 130 (121-139) cm para las
mujeres. Se encontré una mediana para HbA1c de 6.2% (5.9-6.7), por arriba de los
niveles normales, sin llegar a niveles diagndsticos de diabetes; en concordancia con
esto la mediana de glucosa en ayunas fue de 100 mg/dl (91-117) y la mediana de
HOMAZ2-IR se encontré en 3.2. La mediana de HDL para hombres y mujeres, se
encontrd por debajo de los niveles recomendados 39 mg/dl (35-43) y 43 mg/dl (38-50)
respectivamente. La mediana de triglicéridos, se encontré ligeramente por arriba de lo
normal 153 mg/dl (119-189).

El 86% (221) de los pacientes reunieron criterios para el diagnéstico de sindrome

metabdlico de acuerdo a los criterios CONCENSO 2009 [14]; el componente con

mayor prevalencia fue la alteracion en el metabolismo de los carbohidratos (88%),
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siendo importante mencionar que cada uno del resto de los componentes del

sindrome metabdlico tuvo una prevalencia mayor al 50% (hipertrigliceridemia 55%,

hipoalafaliproproteinemia 60.5% e hipertensién 65%) (Tabla 3).

Se cuantificaron los niveles de IGF-1 en 194 pacientes, el 30.5% de ellos presentd

cifras por debajo del limite normal inferior (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas generales de la poblacién de pacientes con OM

Edad (afios)
Mujeres (%)
Componentes del sindrome metabélico
Alteracidn en el metabolismo de los CHO
Hipertrigliceridemia
Hipoalfalipoproteinemia
Hipertension
Sindrome Metabdlico
Caracteristicas Antropométricas
IMC (kg/m?)
Peso (kg)
Peso Maximo (kg)
Circunferencia de cintura
Hombres (cm)
Mujeres (cm)
ICC
ICT
Caracteristicas bioquimicas
Glucosa en ayunas (mg/dl)
Hb Alc (%)
HOMAZ2-IR (n= 234)
CT (mg/dl)
HDL
Hombres (mg/dl)
Mujeres (mg/dl)
LDL (mg/dl)
Triglicéridos (mg/dl)
TAS (mmHg)
TAD (mmHg)
Niveles de IGF-1 disminuidos (n= 194)

43 +10
188 (73%)

225 (88%)
141 (55%)
155 (60.5%)
166 (65%)
221 (86%)

47 (43-53)
125 (111-141)
133.5 (118-150)

144 (134-158)
130 (121-139)
0.92 (0.87-1)
0.83 +0.09

100 (91-117)
6.2 (5.9-6.7)
3.2 (2.3-4.5)
182.5 (160-202)

39 (35-43)

43 (38-50)
107 + 29

153 (119-189)
130 (120-140)
90 (80-90)

78 (30.5%)

CHO: carbohidratos. ICC: indice cintura cadera. ICT: indice cintura talla.
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Para las variables sin distribucidon normal se reportaron medianas y rangos intercuartilicos 25-75.

No hubo una diferencia en el promedio de edad entre los genotipos. Al
compararse la proporcién de pacientes con diagndstico de sindrome metabdlico, asi
como sus diferentes componentes (alteracion en el metabolismo de los carbohidratos,
hipertrigliceridemia, hipoalfalipoproteinemia e hipertension) entre los tres genotipos no
se encontraron diferencias entre los grupos (Tabla 4).

Dentro de las caracteristicas antropométricas se evalué el peso de los
pacientes, encontrando que la mediana de peso se incrementaba al contar con mayor
cantidad de aleos d3 en el genotipo, siendo la mediana de peso de 118.5 kg (106-136)
para los homocigotos fl/fl, de 124 kg (113-140) para los heterocigotos (fl/d3) y de 134
kg (117-159) para los homocigotos d3/d3; existiendo una diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos (p= 0.01). En relacién a este hallazgo también se
encontré que la mediana de IMC fue mas alta en los homocigotos d3/d3 (50 kg/m? RIC
44-57), en comparacién con los heterocigotos (48 kg/m? RIC 43-52 ) y con los
homocigotos fl/fl (47 kg/m? RIC 42-53); esta diferencia con tendencia a la significancia
estadistica ( p= 0.07) (Tabla 4).

El peso maximo, la circunferencia de cintura, el indice cintura cadera, el indice
cintura talla y el indice de adiposidad corporal (BAl), fueron el resto de caracteristicas
antropométricas e indices evaluados, sin encontrarse diferencia alguna entre los

grupos (Tabla 4).

En cuanto a los parametros bioquimicos, se compararon las mediana de glucosa en
ayuno asi como de hemoglobina A1C, sin encontrarse diferencias entre los grupos.
Para evaluar la diferencia entre los niveles de insulina en ayuno, asi como la
resistencia a la insulina calculada por medio del HOMAZ2; se excluyeron del andlisis a
los pacientes que se encontraban en tratamiento con insulina. Se encontré una
diferencia con tendencia a la significancia estadistica en las medianas de HOMA2 -IR
entre los grupos, nuevamente con niveles mayores entre los pacientes homocigotos
d3/d3 (HOMA2 —IR 4.0 RIC 2.5-4.8), comparados con los heterocigotos fl/d3 (HOMA2-
IR 3.36 RIC 2.44-4.43) y los homocigotos fl/fl (HOMA-IR 2.8 RIC 2.0-4.4) (Tabla 4).
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Ninguno de los componentes del perfil de lipidos ( colesterol total CT, HDL,
LDL vy triglicéridos), presento diferencia al compararse entre los genotipos. Tampoco

hubo diferencia en los niveles de tension arterial sistdlica ni diastdlica.

Al compararse las proporciones de niveles de IGF-1 por debajo del limite inferior

normal, no hubo diferencia entre los genotipos ( dato disponible en 194 pacientes).
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Tabla 4. Comparacidén de caracteristicas entre genotipos

fi/fl
n= 69

Edad ( afios) 44 £11
Mujeres (%) 59 (85.5%)
Componentes del sindrome metabdlico
Alteracidon en el metabolismo 59 (85.5%)
de los CHO
Hipertrigliceridemia 40 (58%)
Hipoalfalipoproteinemia 39 (56.5%)
Hipertension 47 (68%)
Sindrome Metabdlico 62 (90%)
Caracteristicas Antropométricas
IMC (kg/m?) 47 (42-53)
Peso (kg) 118.5 (106-136)
Peso Maximo (kg) 131 (115.5-145)
Circunferencia de cintura (cm) 133 (121-144)
ICC 0.91 (0.85-0.99)
ICT 0.83 £0.09
BAI (%) 537
Caracteristicas bioquimicas
Glucosa en ayunas 102 (91-125)
Hb Alc (%) 6.3 (5.8-7.2)
Insulina en ayuno pU/ml ( n=234) 22 (15-35)
HOMA 2-IR (n=234) 2.8 (2.0-4.4)
CT (mg/dl) 183 (165-205)
HDL

Hombres (mg/dl) 39.5 (33-43.5)

Mujeres (mg/dl) 44 (37-51)
LDL (mg/dl) 108 +28
Triglicéridos (mg/dl) 153 (123-186.5)
TAS (mmHg) 130 (120-140)
TAD (mmHg) 80 (80-90)
Niveles de IGF-1 disminuidos 19 (35%)
(n=194)

fi/d3

n=137
42.5+10
94 (69%)

120 (88%)

72 (53%)
83 (61%)

84 (61%)
116 (85%)

48 (43-52)

124 (113-140)
133.5 (121-149)
133 (124-144)
0.92 (0.88-1)
0.82+ 0.09

51+9

100 (90.5-117)
6.2 (5.9-6.7)
25.5 (18-35)

3.36 (2.44-4.43)

182.5 (155-202)

39 (35-42)
42 (38-49)
106 + 29

149 (117.5-184)
130 (120-140)

90 (80-90)
40 (42%)

d3/d3

n=50
41 +11
35 (70%)

46 (92%)

29 (58%)
33 (66%)

35 (70%)
43 (86%)

50 (44-57)

134 (117-159)
138 (120-166)
133.5 (125-149)
0.91 (0.87-1.02)
0.83 +0.09

51+9

100 (90.5-113)
6.2 (5.8-6.6)
30.5 (19-38)
4.0 (2.5-4.8)

182 (162-200)

39 (35-50)
42 (36-49)
108 + 28

158 (117.5-205)
130 (120-140)

90 (80-90)
19 (42%)

CHO: carbohidratos. ICC: indice cintura cadera. ICT: indice cintura talla. BAl: indice de adiposidad corporal.

AANOVA  +Chicuadrada *Kruskal Wallis

Para las variables sin distribucidon normal se reportaron medianas y rangos intercuartilicos 25-75.

0.33~
0.03"

0.29"

0.92°
0.30°

0.95"
0.48"

0.09*
0.01*
0.13*
0.60*
0.71*
0.86*
0.45%

0.66*
0.92*
0.08*
0.07*
0.58*

0.91*
0.62*
0.817
0.72*
0.12*
0.24*
0.45"

En la Tabla 5 se muestra la comparacion entre las caracteristicas de los pacientes

homocigotos para los polimorfismos de GHR. Se encontré que el IMC, el peso y el
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HOMAZ2-IR presentan diferencia estadisticamente significativa entre los grupos, la cual

se conserva para el IMC y el peso después de ajustar por edad y género.

Tabla 5. Comparacidon de caracteristicas entre pacientes homocigotos

Edad ( afios)
Mujeres (%)

fi/fl
n= 69
44 +11
59 (85.5%)

Componentes del sindrome metabdlico

Alteracidon en el metabolismo de
los CHO
Hipertrigliceridemia
Hipoalfalipoproteinemia
Hipertension
Sindrome Metabdlico
Caracteristicas Antropométricas
IMC (kg/m?)
Peso (kg)
Peso Maximo (kg)
Circunferencia de cintura (cm)
ICC
ICT
BAI (%)
Caracteristicas bioquimicas
Glucosa en ayuno (mg/dl)
Hb Alc (%)
Insulina en ayuno pU/ml (n=109)
HOMAZ2-IR (n = 109)
CT (mg/dl)
HDL

Hombres (mg/dl)

Mujeres (mg/dl)
LDL (mg/dl)
Triglicéridos (mg/dl)
TAS (mmHg)
TAD (mmHg)

Niveles de IGF-1 disminuidos (n=
194)

CHO: carbohidratos. ICC: indice cintura cadera. ICT: indice cintura talla.

59 (85.5%)

40 (58%)
39 (56.5%)
47 (68%)
62 (90%)

47 (42-53)
118.5 (106-136)
131 (115.5-145)

133 (121-144)
0.91 (0.85-0.99)

0.83 + 0.09

53+7

102 (91-125)
6.3 (5.8-7.2)
22 (15-35)
2.8 (2.0-4.4)
183 (165-205)

39.5 (33-43.5)
44 (37-51)
108 +28
153 (123-186.5)
130 (120-140)
80 (80-90)
19 (35%)

d3/d3

n=>50
41 +11
35 (70%)

46 (92%)

29 (58%)
33 (66%)
35 (70%)
43 (86%)

50 (44-57)
134 (117-159)
138 (120-166)

133.5 (125-149)
0.91 (0.87-1.02)

0.83 +0.09

51+9

100 (90.5-113)
6.2 (5.8-6.6)
30.5 (19-38)
4.0 (2.5-4.8)

182 (162-200)

39 (35-50)
42 (36-49)
108 + 28
158 (117.5-205)
130 (120-140)
90 (80-90)
19 (42%)

0.16”
0.04"

0.27°

0.99"
0.29°

0.82"
0.51"

0.05*

0.004*

0.06*
0.33*
0.53*
0.92~
0.334

0.42*
0.76*
0.08
0.04*
0.80*

0.13*
0.68*
0.93~
0.72*
0.87*

0.13*
0.47"

40



A t de student + Chi cuadrada * U de Mann-Whitney

Para las variables sin distribucidon normal se reportaron medianas y rangos intercuartilicos 25-75.

En cuento al HOMAZ2-IR se llevé a cabo regresidn lineal ajustando por genotipo y peso. Estos

dos predictores sdlo explicaron el 8.7% (R2 0.087, F 5.14, P= 0.007) de la varianza del HOMA2-

IR; el peso fue la Unica variable predictora que resulté tener un efecto significativo en el

HOMAZ2-IR (p 0.018, P=0.02, IC 95% [-0.004-0.03]); el genotipo no resulto significativo (f 0.21,

P=0.22, IC 95% [-0.13-0.55]) ( Tabla 6). El mismo ajuste se llevd a cabo para los niveles de

insulina en ayuno, que tuvo una diferencia con tendencia a la significancia en el analisis

bivariado, sin embargo, no se encontrd asociacidn significativa del genotipo con la variacion

de HOMAZ2-IR ((B 2-15, P= 0.16, IC 95% [-0.88- 5.18])( Tabla 7).

Tabla 6 . HOMAZ2-IR ajustado por genotipo y peso

B p IC 95%
Genotipo (d3/d3) 0.21 0.22 -0.13-0.55
Peso 0.02 0.01 0.44-0.33

R?0.087, F 5.14, p= 0.007

Tabla 7. Insulina en ayuno ajustada por genotipo y peso

B p IC 95%
Genotipo (d3/d3) 2.15 0.16 -0.88-5.18
Peso 0.18 0.005 0.05-0.30

R?0.32, F 6.51, p= 0.002

Tomando en consideracion el efecto que pudieran tener la edad, género e IMC en la

frecuencia de sindrome metabdlico o cada uno de sus componentes, se llevdé a cabo un

analisis multivariado ajustando por dichas variables. Al igual que en el analisis bivariado,

no se encontré una asociacioén significativa entre el genotipo y la frecuencia del sindrome

metabdlico o sus componentes (Tabla 8).

Tabla 8. Asociacién entre genotipo d3/d3 y los componentes del SM

OR
Sx Metabdlico 0.69
Hipertrigliceridemia 1.15
Hipoalfalipoproteinemia 1.43
HAS 1.18

IC 95%
0.27-2.33
0.52-2.51
0.64-3.19
0.45-3.06
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Alteracion en metabolismo de 2.48 0.66-9.35
CHO

Ajustado por edad, género e IMC.

Finalmente se llevaron a cabo analisis de correlacion entre el peso y los niveles de
HOMAZ2-IR, asi como entre el peso y los niveles de insulina en ayuno en cada uno de los
genotipos, buscando una correlacion mayor en los homocigotos d3. Se encontré una
pobre correlacién entre el peso y el HOMA2-IR en todos los genotipos ( fl/fl r 0.15, p=0.23;
fl/d3 r 0.24, p= 0.006; d3/d3 r 0.38, p= 0.007) ( Fig. 1); al igual que una pobre correlacion
entre el peso y los niveles de insulina en ayuno ( fl/fl r0.15, p=0.24; fl/d3 r 0.24, p= 0.005;
d3/d3 r 0.40, p= 0.005) ( Fig. 2).

r=0.15 r=0.24 r=0.38
p=0.23 p= 0.006 p =0.007

Fig 1. Correlaciones entre peso y HOMA2-IR en cada uno delos genotipos

r=0.15 r=0.24 r=0.40
p=0.24 p= 0.005 p= 0.005

Fig 2. Correlaciones entre peso e insulina en ayuno en cada uno de los genotipos
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DISCUSION

La GH juega un papel importante en la promocién del crecimiento y la
coordinacién del metabolismo. La regulacion del eje somatotropo es compleja, ya
que ademas de los mecanismos clasicos de regulacion hipotalamica por GHRH y
somatostatina y la retroalimentacién negativa ejercida por la misma GH e IGF-1,
varios otros factores afectan tanto la secrecion como las acciones bioldgicas de GH e
IGF-1. Estos factores incluyen al ejercicio, al ayuno, a la obesidad, al sueno, y al
efecto de diversos neuropéptidos [83]. En el caso particular del GHR, multiples
factores regulan tanto su disponibilidad en la membrana celular, como su reciclaje y

capacidad de sefalizacién [84].

La GH promueve la lipdlisis y tiene un efecto anabdlico en las vias metabdlicas
de los carbohidratos y las proteinas, lo cual trae como consecuencia cambios
importantes sobre el gasto de energia, la composicion corporal y el sistema
cardiovascular [35]. En los pacientes con obesidad se ha identificado una disminucion
en la secrecidon espontanea y estimulada de GH, asi como una aceleracién en su

depuracién de la sangre, lo cual altera su concentracion y efecto [35].

Las consecuencias biolégicas del polimorfismo del exén 3 del gen del GHR,
aun son controversiales, sin embargo existe evidencia de que aquellos sujetos con por
lo menos un alelo d3 producen isoformas del GHR con una respuesta biolégica mas
eficiente en términos de efecto metabdlico [54,69,70] y de crecimiento [51]. Por lo
anterior, resulta atractiva la idea de que en pacientes con obesidad morbida, la
presencia del polimorfismo d3 esté asociada con un menores indices de adiposidad y

la ausencia o menor gravedad de los componentes del sindrome metabdlico.

En esta poblaciéon de pacientes con OM el 73% tienen por lo menos un alelo
d3 (20% en forma homocigota), lo que difiere marcadamente de lo reportado en otras
poblaciones [52,54-55,68,73,75,85-89,96]. Esta incrementada frecuencia del alelo d3
sélo habia sido reportada por Bas y colaboradores en una poblacién de 477 controles
sanos de origen Turco [90]. Mas aun, en un estudio previo de nuestro grupo que

incluyé la genotipificacién del GHR en sujetos sanos mexicanos, la frecuencia de los
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genotipos fl/fl, fl/d3 y d3/d3 fue de 53%, 30% y 17%, respectivamente [42], similar a lo
reportado por otros autores [40,44,52,54-55,68,73,75,85-89,96]. Si bien el significado
biolégico de este hallazgo es incierto, existe evidencia experimental que demuestra
que las distintas isoformas del GHR difieren en su capacidad de sefializacion por lo
que se podria especular que la presencia del genotipo d3 pudiera estar involucrada en
la fisiopatologia de la obesidad modrbida. Por ejemplo, habria que explorar la
posibilidad de que este genotipo hace al adipocito mas susceptible a los efectos
deletéreos de los distintos mediadores inflamatorios de la obesidad. Sin duda, existe
también la posibilidad de que solamente constituya un epifenébmeno sin mayor
significado biolégico. De cualquier forma, nuestros hallazgos justifican la realizacion

de estudios in vitro orientados a aclarar esta situacion

El 86% de la poblacion evaluada reunié criterios para el diagnéstico de SM, sin
embargo, no se identificé ninguna diferencia en cuanto a la prevalencia o gravedad de
los diferentes componentes al comparar los tres genotipos. Dado que los
heterocigotos tienen la capacidad de expresar ambas isoformas del GHR, es mas
complicado establecer el papel que juega en el metabolismo de estos pacientes, por
lo que se decidi6 excluir esta circunstancia al comparar unicamente a los
homocigotos. Este anélisis mostré una diferencia en el IMC y el peso que se conservo
después de ajustar para edad y género, sorprendentemente siendo mayor ambos en
el grupo homocigoto d3, contrario a la hipétesis planteada inicialmente.

Dado que las diferencias en edad, peso y género pueden afectar la presencia
del sindrome metabdlico o de alguno de sus componentes y diluir el efecto del
polimorfismo; se realizdé un andlisis multivariado ajustado por edad, género e IMC, sin
embargo el resultado no mostré influencia significativa del polimorfismo del exén 3 en

la presencia de sindrome metabdlico o alguno de sus componentes.

El HOMA2- IR también mostré diferencia al comparar uUnicamente los
homocigotos, siendo mayor para los homocigotos d3; sin embargo, dado que el
HOMAZ2-IR puede verse influido por el peso, se llevé a cabo un analisis multivariado

ajustando por peso, donde la asociacién perdié significancia.
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No se encontraron diferencias en las concentraciones de IGF-1 ajustadas para

edad y género ni en la proporcién de pacientes con IGF-1 por debajo de lo normal.

Ante la imposibilidad de encontrar diferencias cuando se comparan los tres
genotipos, pero si cuando se analizan uUnicamente los homocigotos y que estas
diferencias desfavorezcan metabdlicamente al grupo con mayor cantidad de alelos d3
en su genotipo; surge la interrogante de si el mayor efecto biolégico del GHR de los
sujetos que portan por lo menos un alelo d3, se ve afectado en pacientes con
obesidad moérbida. Se llevaron a cabo dos analisis mas ademas de los presentados,
uno donde se agrupaban a los portadores de una alelo d3 (fl/ld3 y d3/d3) vs los
homocigotos fl/fl; y otro analisis en el que se compararon los genotipos fl/fl y d3/fl en
un grupo y d3/d3 en el otro. El primer analisis no arrojé diferencias significativas; por
el contrario al agrupar a los fl/fl y fl/d3 vs d3/d3 se identificaron las mismas diferencias
que al comparar los homocigotos (IMC y peso). Ademas de que las concentraciones
de insulina fueron significativamente mayores en el grupo d3/d3, aun después de
ajustar para edad y género y el indice HOMA2-IR mostré una tendencia a ser mayor
en el mismo grupo (p=0.07). Lo que sugiere que los pacientes con obesidad mérbida
heterocigotos se comportan de forma mas parecida a los homocigotos fl que a los

homocigotos d3.

En una muestra de 1135 sujetos de nacionalidad sueca con IMC en rangos de
normalidad y sobrepeso, Glad y colaboradores [75] reportaron una asociacién
significativa entre la presencia del alelo d3 y un mayor indice cintura/cadera,
circunferencia de la cintura, peso corporal e IMC. Este constituyd el primer trabajo en
el que la asociacion entre estas variables ocurria en sentido diferente al esperado.
Nuestros resultados otorgan consistencia a ese trabajo y nos obligan a intentar
entender esta circunstancia. EI metaanalisis publicado por Wassernaar et al. [51], es
uno de los estudios principales que apoya la suposiciéon de que el polimorfismo del
exdon 3 confiere una mayor actividad biolégica al GHR, puesto que establece que
aquellos pacientes portadores de un genotipo que incluya el alelo d3 responden mejor
al tratamiento farmacoldgico de sustitucion con GH recombinante; sin embargo, es
importante mencionar que esta diferencia significativa sélo se vio en pacientes que

eran deficientes de GH; condicién que no cumplen los pacientes estudiados por Glad
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et al. [75] ni los incluidos en este estudio. Esta respuesta diferencial hace notar la
complejidad de la relacion que existe entre la secrecion, sensibilidad y adaptabilidad
del eje GH/IGF-1 normal.

Es importante considerar que el objetivo principal de este estudio fue determinar la
frecuencia de los diferentes genotipos del GHR; el disefio transversal, tiene la limitacion de
gue las asociaciones o diferencias encontradas, no puedan integrarse a una cadena causal; por
lo tanto la diferencia encontrada en la distribucién de los genotipos y las caracteristicas
somatométricas y metabdlicas esperan por subsecuentes estudios con disefio diferente para
ser confirmados.

El cdlculo del poder de la muestra para identificar diferencias en el peso entre los
genotipos fue superior al 80%, sin embargo es probable que la diferencia existente entre la

presencia del SM y sus componentes es tan pequefa, que la muestra haya sido insuficiente.

CONCLUSIONES

Este es el primer trabajo en el que se reporta la proporcion de los genotipos del GHR
en pacientes con obesidad moérbida. La proporcién mas alta que la esperada en este
subgrupo de pacientes hace sospechar que existe una asociacion entre la presencia
del polimorfismo d3 del GHR y la obesidad mérbida. A diferencia de lo esperado,
algunas variables antropométricas (peso e IMC) y metabdlicas (HOMA2-IR) fueron
mayores en el grupo de sujetos obesos moérbidos que presentaron el polimorfismo d3
del GHR. Hasta el momento no existe una explicacién para estos hallazgos, sin
embargo, se plantean diferentes hipotesis que podrian ser estudiadas en trabajos
posteriores, incluyendo analisis de la sefializacion mediada por los receptores que
presenten o no, la porcién codificada por el exon 3 del GHR. Multiples fenébmenos
afectan la capacidad de sefializacion del receptor de GHR, por lo que es posible que
el estado proinflamatorio asociado a la obesidad, SM y otras circunstancias provoquen

una “resistencia” local o tejido especifica al efecto de la GH.
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Anexo 1

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION
Y POLITICAS DE SALUD
COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
(ADULTOS)

“Frecuencia de los genotipos del GHR (fl/fl, fl/d3, d3/d3) en pacientes con obesidad mérbida y su
asociacion con el sindrome metabolico”

Numero de registro: R-2013-3601-227 Mexico, DF a:

Esta investigacion tiene como propdésito identificar las caracteristicas de uno de los genes que pueden tener
relacion con el metabolismo de los azucares y las grasas en su sangre, asi como la distribucion de la grasa en
su cuerpo. Las variaciones en los genes no significan como tal una enfermedad, simplemente podrian tener
relacion con las caracteristicas fisicas y metabdlicas de las personas.

Su participacion en la investigacion consiste en autorizar que se realicen andlisis en su sangre para identificar
algunas caracteristicas del gen del Receptor de Hormona de Crecimiento. Para ello se obtendran muestras de
sangre y con los resultados obtenidos se formara un banco de datos que podria usarse para investigaciones
relacionadas con este estudio.

Este estudio no implica ningln riesgo extra para su salud. Unicamente las molestias relacionadas con el
procedimiento para la toma de muestra de sangre, lo cual puede implicar dolor al introducir la aguja y la
aparicion posterior de un moretdn que desaparece a los 7 dias aproximadamente.

Su participacion en este estudio no significara ninguna ganancia econémica o de algun otro tipo, tampoco le
causara ningun gasto. No hay un beneficio personal inmediato al participar en este estudio. Sin embargo, su
participacion ayudaria a incrementar el conocimiento que se tiene sobre los mecanismos que pueden explicar
las diferencias entre los pacientes con obesidad.

Los resultados de estos estudios aun no pueden ser asociados con ninguna enfermedad especifica en usted o
en su familia, por lo cual, los resultados de estos estudios no modificaran de ninguna manera su tratamiento o
su pronéstico. El resultado del estudio genético no sera entregado de forma rutinaria, sin embargo si usted
desea conocerlo, puede ponerse en contacto con los investigadores responsables para que lo pongan a su
disposicion.

Su participacién en este estudio (o su negativa a hacerlo) no modificara de ninguna forma la atencién que

recibira por parte del IMSS ni de su personal.

Su identidad y su informacion personal permaneceran confidenciales por su seguridad, a través de un cédigo
numérico. Una vez realizado el analisis en su sangre, las muestras se desecharan, no seran conservadas
para otros estudios.

La informacién genética que se obtendra es especifica de las células que se han estudiado, por lo que no se
obtendra mayor informacioén genética de su persona.

Una vez que haya tenido todas sus preguntas contestadas y que se sienta seguro con su participacion en este
estudio, firme por favor aqui abajo:

Nombre y firma del paciente Nombre y firma de quien obtiene consentimiento

Nombre y firma de Testigo 1 Nombre y firma de Testigo 2
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En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a:

Investigador Respoindable: Dr. Moisés Mercado Atri Tel 56272900 Ext 551 mmercado@yahoo.com
Investigadores asociados: Dra. Pattsy Etual Espinosa Cardenas espinosaetual@gmail.com. Dra. Claudia
Ramirez Renteria clau ramirez@hotmail.com.

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comisién de Etica
de Investigacion de la CNIC del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B” de la Unidad de
Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720. Teléfono (55) 56 27 69 00 extension 21230, Correo
electronico: comision.etica@imss.gob.mx
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Anexo 2. Hoja de recoleccion de datos

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS
Protocolo: Frecuencia de los genotipos del GHR (fl/fl, fl/d3, d3/d3) en pacientes
con obesidad morbida y su asociacion con el sindrome metabadlico.

Fecha de captura inicial:

NOMBRE: AFILIACION:
TELEFONO: EDAD: GENERO: M F
LUGAR DE ORIGEN:

AHF APP EXP FIS
Obesidad: Tabaquismo: Talla:
Cancer: Consumo OH: Peso:
Cardiopatia isquémica: DM2: IMC:

Enf. Tiroideas HAS: Cintura:
Dislipidemia: Cadera:
Trombosis: TA:
Cardiopatia isq: Peso Min:
SAHOS: Peso Max:
Oftros:

ESTUDIOS DE LABORATORIO:

Qs Perfil lipidos Otros

Glc CT TSH

U HDL T4L

Cr LDL IGF-1

Na Trig Insulina

K PFH

Cl BT

P AST

Ca ALT

Mg FA

MEDICAMENTOS OBSERVACIONES

GENOTIPO: fiifl O

/a3 O d3/030
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Anexo 3

MANUAL DE PROCEDIMIENTOS

Procedimientos:

* Antropometria: fue realizada por la enfermera asignada a la clinica de

Obesidad del HECMNSXXI, capacitada por las nutridlogas de la clinica de

Obesidad se encargoé de realizar las siguientes medidas:

(0]

Peso: antes de subirse a la bascula los pacientes se retiraron zapatos y
todo exceso de ropa, asi como llaves, bolsa, o algun otro objeto que
pudiera sobreestimar su peso. Se colocé al paciente en el centro de la
plataforma; de frente al medidor, erguido, con hombros abajo, los
talones juntos y las puntas separadas. Los brazos a los costados vy
holgados, sin ejercer presion. Se evitd que el paciente se moviera para
evitar oscilaciones en la lectura del peso. Se registr6 peso indicado por
la bascula [].
= Se utilizé bascula Toledo de 200 kg O.S.
= La calibracién de la bascula se llevd a cabo cada 3 meses a
peticion de la Jefatura de Endocrinologia por personal de
servicios basicos del HECMNSXXI.
Talla: se mididé con el paciente de pie, sin zapatos ni adornos en la
cabeza que modificaran o dificultaran la medicion. Al colocar al paciente
para realizar la medicion, se verificd que la cabeza, hombros, caderas y
talones juntos se encuentraran pegados a la pared bajo la linea de la
cinta del estadimetro. Los brazos colgando libre y naturalmente a los
costados del cuerpo. Se mantuvo la cabeza del paciente firme y con la
vista al frente en un punto fijo. Se deslizé la escuadra del estadimetro de
arriba hacia abajo hasta topar con la cabeza del paciente. Se registré la

medicion []
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= Se realizd con estadimetro Seca, instalado en clinica de
Obesidad del HECMNSXXI.

o Circunferencia de cintura: se midi6é al paciente de pie, con los talones
juntos y las puntas de los pies ligeramente abiertas en un angulo de 60
grados. Se realizdé la medicién sobre ropa ligera, de lo contrario se
solicitd que se levantara la ropa. Se localizo la cresta iliaca y el borde de
la ultima costilla, se localiz6é la mitad de la distancia entre estos dos
puntos, se colocé el extremo de la citan en esta posicion y se rodeo el
abdomen, se verific6 que siempre quedara a la misma altura. Se
tomaron las mediciones de frente [].

= Se realizd con cinta métrica de fibra de vidrio, inextensible,
graduada en cm y sensible en mm, Hergom

o Circunferencia de cadera: se midié al paciente de pie, con los talones
juntos y las puntas de los pies ligeramente abiertas en un angulo de 60
grados. Se realizdé la medicién sobre ropa ligera, de lo contrario se
solicitd que se levantara la ropa. Se localizé el trocanter mayor de la
cabeza del fémur, se coloco el extremo de la citan en esta posicion y se
rodeod la cadera, se verificd que siempre quedara a la misma altura. Se
tomo la medicion de frente [103].

= Se realizd con cinta métrica de fibra de vidrio, inextensible,

graduada en cm y sensible en mm, Hergom

Toma de tensién arterial: el paciente debidé haber estado en reposo durante 10

minutos previos, se tomo6 la medicion sentado con el brazo recargado a la
altura del corazon, en una posicion cdmoda. El manguito se coloco alrededor
del brazo del paciente, asegurandose que las dimensiones del manguito sean
adecuadas ( se utiliz6 un manguito para pacientes con obesidad de 18 cm de
ancho). Se revisd que las mangueras estuvieran orientadas hacia la porcion
inferior del manguito y se mantuviera la fosa antecubital accesible para la
auscultacion. Se verifico que el borde inferior del manguito se encontrara 2-3

cm sobre el punto de pulsacion de la arteria braquial; y que la campana del
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estetoscopio se colocara gentilmente sobre el punto de maxima pulsacién de la
arteria braquial; sosteniéndose firmemente, pero sin ejercer mucha presion,
revisando que no estuviera en contacto con la ropa, el manguito o las
mangueras, para evitar sonidos de friccion.

El manguito se inflé6 rapidamente hasta 30 mmHg por arriba de la presion
sistdlica palpada y se desinfl6 a una razén de 2-3 mmHg por latido ( o por
segundo).

Se registré6 la presion sistdlica como el primer sonido en aparecer
incrementado en intensidad en por lo menos 2 latidos consecutivos . Y el punto
en el cual todos los sonidos desaparecieron completamente como la presion
diastdlica.

Después de que todos los sonidos hubieron desaparecido, el manquito se
desinfl6 inmediata y rapidamente.

Si existid duda en la toma de TA, el procedimiento se repiti6 habiendo

transcurrido un minuto [].

NOTA: Se solicitdé que no se cambiara a la enfermera de la clinica de obesidad por
el tiempo que durara el protocolo, de manera que todas las mediciones fueron
realizadas por un solo observador.

Durante el periodo de estandarizacion de las mediciones antropométricas la
enfermera de la clinica de obesidad fue capacitada y supervisada para la correcta
medicion del peso, talla y circunferencias de cadera y cintura, por la alumna. Cada
una de estas variables se midi6 y registré al inicio y al final de la evaluacion
meédica de 35 pacientes. La tension arterial se midi6 en dos ocasiones con una

diferencia temporal de 5 minutos. Los coeficientes de variacidén intraobservador

para las mediciones antropométricas fluctuaron entre 0.90 y 0.95 mientras que

para la tension arterial fue de 0.89.

Toma de muestra de sangre periférica: Procedimiento realizado por el técnico

en laboratorio Gilberto Lino. Tras la realizacién de asepsia de las manos y
colocacion de guantes, se realizd puncion venosa en la region antecubital, en

la parte anterior del brazo, frente y bajo el codo, donde se localiza un gran
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numero de venas, siendo la vena cubital, mediana y cefalica las utilizadas con
mayor frecuencia. Se extrajeron un total de11 ml en tubos BD vacutainer,
distribuidos de la siguiente forma: 2 tubos con EDTA (3 ml cada uno), y un tubo
sin anticoagulante tapa roja (5 ml). Los tubos con EDTA fueron destinados para
extraccion de DNA y genotipificacion y determinacion de HbA1c.
Inmediatamente después de ser tomadas las muestras se les etiquetd con la
clave alfanumérica asignada a ese paciente. Un tubo con EDTA trasladado a la
UIMEE para extracciéon de DNA y genaotipificacion, el otro tubo con EDTA vy el
suero obtenido del tubo sin anticoagulante se trasladaron al laboratorio central

del HE CMN SXXI para su procesamiento.

Procedimientos de Laboratorio

Determinacion de glucosa vy perfil de lipidos: Se llevaron a cabo en el laboratorio

central del HECMNSXXI, mediante test enzimatico colorimétrico, realizado en
analizador Roche/Hitachi 912/MODULAR.
o El analizador para llevar a cabo estas mediciones se calibra todos los dias
de forma rutinaria.
0 Se lleva a cabo mantenimiento preventivo de este equipo de laboratorio

cada 6 meses.

Procedimientos de Biologia Molecular

Extraccion de DNA de células nucleadas de sangre periférica. La estandarizacion

de la técnica se llevo a cabo por el Dr. Daniel Castelan Martinez y el QFB Andy
Romero Nieves. Se utilizé Kit de extraccion de DNA QlAamp DNA mini kit de
QIAGEN.
0 Procedimiento:
1. Pipetear 20 pL de proteasa QIAGEN en el fondo de un tubo de
microcentrifuga de 1.5 ml.
2. Anadir 200 pL de la muestra (capa de leucocitos separada

previamente).
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Anadir 200 uL de buffer AL a la muestra. Mezclar utilizando vortex
durante 15s.

Incubar a 56 grados centigrados por 10 min.

5. Centrifugar brevemente el tubo de microcentrifuga para eliminar

10.

11

las gotas en el interior de la pared.

Anadir 200 L etanol (96-100%) a la muestra, y mezclar con vortex
durante 15s. Después de mezclar centrifugar brevemente para
eliminar las gotas en la pared del tubo.

Cuidadosamente agregar la mezcla obtenida en el paso 6 a una
columna giratoria QlAamo ( en un tubo colector de 2 ml) sin mojar
el borde, cerrar la tapa y dentrifugar a 8000 rpm por 1 min. Colocar
la columna en un tubo de coleccidn nuevo y desechar el tubo
colector que contiene el filtrado.

Cuidadosamente abrir la columna QlAamp y agregar 500 pL del
buffer AW1 sin mojar el borde. Cerrar la tapa y centrifugar a 8000
rom por un minuto. Colocar la columna QlAamp en un tubo
colector limpio y desechar el tubo colector que contiene el filtrado.
Cuidadosamente abrir la columna QlAamp y agregar 500 uyL de
buffer AW2 sin mojar el borde. Cerrar la tapa y centrifugar a
velocidad maxima ( 14 000 rpm) por 3 min.

Colocar la columna QlAamp en un tubo eppendorf limpio de 1.5 ml
y desechar el tubo colector con el filtrado. Cuidadosamente abrir la
columna QlAamp y agregar 200 pL de buffer AE o agua destilada.
Incubar a temperatura ambiente por 1 min y centrifugar a 8000 rpm

por 1 min.

. Para almacenamiento por periodos prolongados del DNA, diluir en

buffer AE y conservar a -20 grados centigrados.

Genotipificacién (PCR- punto final): Cada alelo del gen del GHR fue amplificado

por separado de DNA gendmico utilizando los primers G1, G2 y G3 desarrollados
por Pantel [40], con numero de acceso GenBank AF155912, AF210633; mediante
PCR multiple.
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GENOTIPO | OLIGONUCLEOTIDO OLIGONUCLEOTIDO PRODUCTO
SENTIDO ANTISENTIDO

GHR+3 (G1) (G3) 935 pb
TGTGCTGGTCTGTTGGT | CCTGGATTAACACTTTG
CTG CAGACTC

GHR-3 (G1) (G2) 532 pb
TGTGCTGGTCTGTTGGT | AGTCGTTCCTGGGACAG
CTG AGA

Reactivos:Para preparar la mezcla de reaccién de una sola muestra, se utilizaron

los siguientes volumenes:
* 12.5 yL de Master mix PCR (Promega).
* 1.2 yL de primers (0.6 pL de G1, 0.3 yL de G2y 0.3 yL de G3). Primers

manufacturados en Integrated DNA Technologies.

* 5L de DNA gendmico
* 6.3 yL de Agua libre de nucleasas (QIAGEN).

Para la preparacion, todo se trabajé en frio o en un contenedor con hielo, se virtié

primero el agua, después la master mix, los primers y finalmente el DNA. Lista la

mezcla, se llevo a vortex por 5 segundos y un spin.

Parametros de termociclaje: desnaturalizacion inicial 94°C por 5 min; 35

ciclos de 94°C por 1 min, posteriormente 58°C por 30s, 72°C por 1.5 miny

extension final a 72°C por 10 min.

| 1 min ‘ 58°

30 sg

72°C | 72°C

1.5 min | 10 min

El tamafio del DNA amplificado se confirmd por electroforesis en gel de

agarosa 2%.
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RED FRIA

El refrigerador del cubiculo de toma de muestras del servicio de Endocrinologia
se mantiene a una temperatura de 4°C, se verifica esta temperatura por el
Técnico encargado de la toma de muestras diariamente.

El refrigerador de la Unidad de investigacién en Endocrinologia Experimental
se mantiene a 4°C, se verifica la temperatura diariamente por el QFB Andy

Romero Nieves.
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El ultracongelador —REVCO de la Unidad de Investigacién en Endocrinologia
Experimental se mantiene a -20°C,se verifica la temperatura diariamente por el
QFB Andy Romero Nieves.

Las muestras se trasladaron en hielera con geles congelados hacia sus

diferentes destinos.
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