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Resumen

Introduccidn: |.os conocimientos derivados de la variabilidad genética permitiran proporcionar las herramientas para entender y
controlar la epidemia mundial de enfermedades cronicas especificas, particularmente del sobrepeso, la obesidad, la enfermedad
cardiovascular, la diabetes y las enfermedades neurodegenerativas.

Objetivo: Identificar y establecer la frecuencia del polimorfismo rs9939609 del gen FTO en poblacion.

Materiales y métodos: Estudio de tipo descriptivo, donde se incluiran hombres y mujeres de la ciudad del Durango mayor de
18 afos, nacidos en la ciudad de Durango, mujeres no embarazadas o lactando, tener transfusion sanguinea. Una vez obtenido
el consentimiento firmado, se tomara una muestra de sangre capilar del dedo indice para el andlisis de las variantes polimorficas
que se realizaron por PCR punto final y PCR-HRM. El paguete informatico que se ha utilizado para el andlisis fue el SPSS para
Windows Version 15.0.

Resultados: Se encontrd una frecuencia del genotipo A/A 3.08%, el 31.38% corresponde a T/A y el 64.82% para T/T (EHW
X°=1.78; p<0.05).

Conclusion: Se pudo establecer la identificacion y frecuencia del polimorfismo rs9939609 del gen FTO en poblacion duranguense,
abriendo una pauta para el estudio de esta variante polimorfica y su relacion con el desarrollo de enfermedades metabdlicas.
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Abstract

Introduction: Knowledge derived from genetic variability will provide the tools to understand and control the global epidemic of
specific chronic diseases, particularly overweight, obesity, cardiovascular disease, diabetes and neurodegenerative diseases.
Objective: To identify and establish the frequency of the rs9939609 polymorphism of the FTO gene in population.

Materials and methods: Descriptive study, which will include men and women of the city of Durango over 18 years old, born in
the city of Durango, women not pregnant or breastfeeding, having blood transfusion. Once the signed consent was obtained, a
capillary blood sample will be taken from the index finger for the analysis of polymorphic variants that were performed by endpoint
PCR and PCR-HRM. The computer package used for the analysis was SPSS for Windows Version 15.0.

Results: A frequency of genotype A/A 3.08% was found, 31.38% corresponded to T/A and 64.82% to T/T (EHW X°=1.78; p<0.05).
Conclusion: Through the present study it was possible to establish the identification and frequency of the rs9939609 polymorphism
of the FTO gene in the population of Durango, opening a guideline for the study of this polymorphic variant and its relationship with
the development of metabolic diseases.
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Introduccion

En los Ulimos anos, los estudios de asociacion de
genoma completo, conocidos como GWAS (por sus
siglas en inglés), han permitido identificar muchos
genes asociados enfermedades cronicas especfficas,
particularmente la obesidad, el cancer, la enfermedad
cardiovascular, la diabetes vy las enfermedades
neurodegenerativas, entre otras’. En este sentido,
varios SNP (por sus siglas en ingles “single nucleotide
polymorphisms”) se han asociado con enfermedades
cronicas comunes a través de interacciones con las
ingestas de macro y micronutrientes, o con el consumo
de determinados alimentos y patrones dietético. Por lo
tanto, también se ha informado que las interacciones
SNP-dieta estan involucradas en las respuestas
diferenciales a las intervenciones nutricionales
destinadas a restringir el total de calorias ingesta o
modificacion de energia derivada de grasas, proteinas o
carbohidratos. En ese sentido, los estudios realizados en
una variedad de poblaciones haninvestigado los efectos
de varias SNP sobre pérdida de peso, recuperacion
de peso y mejoras metabdlicas relacionadas con los
lipidos séricos niveles vy resistencia a la insulina®. Estas
investigaciones incluyen polimorfismos en o cerca
de genes implicados en la regulacion de la ingesta
de alimentos, metabolismo de lipidos v lipoproteinas,
insulina  sefalizacion, homeostasis de glucosa,
respuesta inflamatoria, metabolismo de aminoacidos y
circadiano ciclo®,

ElgenFTOseencuentraenelcromosoma 16 (16g12.2)
y codifica la enzima dioxigenasa dependiente de alfa-
cetoglutarato. El gen asociado a la masa grasa vy la
obesidad (FTO, por sus siglas en inglés) es un ejemplo
probable de un gen regulador “interruptor maestro”
que influye en el control epigenético sobre una serie de
vias reguladoras clave en la regulacion de la obesidad.
Se ha correlacionado con el sindrome metabdlico vy el
riesgo de diabetes®. Se ha estimado que la prevalencia
de este polimorfismo es de 23% en americanos de
ascendencia Mexicana. Estudios recientes indican
que los individuos portadores del genotipo de riesgo
AA del polimorfismo rs9939609 del gen FTO tenian
niveles de leptina sérica significativamente mas altos y
niveles séricos de HDL-c mas bajos en comparacion
con aquellos con genotipo TT, ademas se asocio el
genotipo de riesgo AA con niveles mas altos de leptina
y niveles mas bajos de HDL-c; por lo que es plausible
que el alelo de riesgo FTO pueda aumentar el nivel de
leptina sérica aumentando el indice de masa corporal
(IMC)°. Otro estudio reciente en Mexicanos indico
que los sujetos con al menos una copia del alelo de
riesgo A del SNP rs9939609 de dicho gen tenian una
mayor ingesta de alimentos que aguellos con dos
copias del alelo de tipo salvaje (TT); por lo que hasta el
momento es un SNP méas fuertemente asociado con
un aumento de IMC®7,

Material y métodos

Previa aceptacion por parte del comité de investigacion
de investigacion de la Facultad de Medicina y Nutricion
de la UJED con No. Reg. 024, se realizd un estudio
descriptivo en el cual se incluyeron a 396 participantes.
Dentro de los criterios de inclusion que cumplieron fue
que sean hombres y mujeres mayores de 18 anos
nacidos en la ciudad de Durango, que aceptaran
participar de manera voluntaria y firma de la carta de
consentimiento informado. Dentro de los criterios de
exclusion estuvieron estar embarazadas o lactando,
haber recibido transfusion sanguinea. Posteriormente se
invitd a una pléatica informativa acerca de las bondades y
caracteristicas del trabajo de investigacion.

Procedimientos

Toma de Muestra Sanguinea

Se procedid a la toma de muestra sanguinea para el
polimorfismo genético, en donde se obtuvieron 10 pl de
sangre capilar del dedo anular que se colecto en tubos
foliados que contenian 100 pl de NaOH para someter
la muestra a lisis alcalina, para ello las muestras fueron
incubadas a una temperatura de 37°C antes de su
analisis acuerdo a la técnica establecida por Muhoz-
Hernandez et al®.

Anadlisis de polimorfismos genéticos

El andlisis de los polimorfismo se realizé en tres pasos por
la amplificacion del sitio polimdrfico por PCR (Reaccion
en Cadena de la Polimerasa, Polymerase Chain Reaction
por sus siglas en inglés). Acto seguido, por el andlisis de
fusion de los productos de amplificacion. A continuacion,
se describe este: primero se realizd una amplificacion
por PCR convencional de punto final utilizando GoTaq
Master Mix (Promega Inc. 29 Madison, WI) con el objetivo
de obtener cantidades semejantes de productos de
amplificacion de cada una de las muestras.

La primera reaccion de amplificacion PCR punto final fue:
Go Tag Master Mix 15 pl, agua 5.7, iniciador sentido 0.3
ul, iniciador antisentido 0.3 ul'y lisado sanguineo 1.2l

La segunda reaccion de amplificacion para cada muestra
(15ul) fue preparada de la siguiente manera: Go Tag
Master Mix 7.5 pl, agua 3.75 ul, iniciador sentido 0.35
ul, iniciador antisentido 0.35 pl y 0.75 pl del templado
obtenido en la primera amplificacion.

Luego se realiz¢ el andlisis de alta resolucion de fusion (HRM
por sus siglas en ingles high resolution melting), el cual se
basa en la caracterizacion de los productos de PCR de
acuerdo al comportamiento de disociacion de las cadenas
de ADN, ya que el método HRM es sensible incluso a un
simple cambio de base, la temperatura de disociacion se
requiere para determinar inicialmente el punto de fusion para
cada nuevo producto PCR- HRM, abarcando una gama de
temperaturas de 55°C a 95°C, cubriendo todos los puntos
de fusion de acuerdo al tipo de cambio de base.
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Para ambas amplificaciones se utilizaron los siguientes
iniciadores: sentido: GCT GGT TAT TCC TGACCT ACT G,
antisentido: GCC CAA GGA TGG TGT TTC TA disefiados
en el programa Primer Quest Dising Tool de la compania
Integrated DNA Techonologies, utilizando las condiciones
de amplificacion anteriormente mencionadas.

Para el andlisis de las curvas de fundido se utilizd un
Termociclador Eco (lumina San Diego, Ca.) con canal
para HRM. Como estandares se utilizaron muestras
procesadas por reaccion en cadena de la polimerasa del
polimorfismo de la longitud de fragmentos de restriccion
correspondiente para rs9939609 (T/T) del gen FTO.

Consideraciones éticas

Previa explicacion del proyecto a los participantes
seleccionados, acerca de sus beneficios, costos, riesgos
y confidencialidad, se solicitd el consentimiento informado
de acuerdo al Reglamento de la ley General de Salud de
México, en materia de Investigacion para la salud en su
Titulo II, capitulo I, fraccion Il y a la declaracion de Helsinki
y salud publica vigente. Segun el reglamento de la Ley
General de Salud en materia de investigacion capftulo
|, referente a los Aspectos Eticos de la Investigacion
en Seres Humanos en el articulo 17 dicho estudio se
clasifica como investigacion con riesgo minimo.

El capitulo Il “La investigacion que implique construccion
y manejo de acidos nucleicos recombinantes se trabajara
en el marco de los articulos 86 y 87", En el presente
estudio, se cumplid con la confidencialidad de los datos
obtenidos del material genético, que se sustentan a partir
del articulo 103bis, en materia de salubridad general del
genoma humano.

Analisis estadistico

Las frecuencias de los polimorfismos en estudio se
determinaron por conteo directo, luego se realizd el
andlisis de genotipos a través del equilibrio Hardy-
Weinberg por la prueba de X2. El paguete informatico
que se utilizara para el andlisis es el SPSS para Windows
Version 156.0.

Resultados

De la muestra total el mayor porcentaje corresponde
al sexo masculino 49.6%, mientras que las mujeres
representaron el 49.4% con una edad media de los
participantes de 43.91 + 8.67 anos.

La distribucion de los genotipos para esta poblacion
esta representada de la siguiente forma: EI 3.08% de
la muestra presentan el homocigoto mutado A/A, el
31.38% corresponde a heterocigotos T/A y el 64.82%
corresponde al homocigoto salvaje T/T (Figura 1). De
acuerdo a lo que se muestra en las figuras 2 y 3 de
acuerdo a la distribucion de los genotipos por sexo, se
encontrd gue el sexo el homocigoto salvaje lo representa

en mayor porcentaje el sexo femenino ©65.14%, el
heterocigoto se observd con mayor frecuencia en el
sexo masculino 31.44%, el homocigoto mutado aumenta
su frecuencia en el sexo femenino observandose una
diferencia de un 3.81% con respecto al masculino.

En cuanto a los alelos obtuvimos un 80.50% para T vy
un 19.49% para el alelo A, estas frecuencias alélicas no
muestran diferencia en esta poblacion de estudio por o
que se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg (X°=
1.78, p>0.05). Ademas también se encontrd que no hay
una correlacion estadisticamente  significativa entre la
presencia del polimorfismo y el sexo (X°=0.848, p=0.654).

Figura 1: Distribucion de las frecuencias genotipicas en la poblacién en estudio.

3,80%

=TT =TA = AA

*Prueba del Equilibrio de Hardy- Weinberg

Figura 2: Distribucion de las frecuencias genotipicas en mujeres de la poblacion
en estudio.

3,72% Xi=2 82, pl 05*

«TT =TA = AA
*Prueba del Equilibrio de Hardy- Weinberg.

Figura 3: Distribucion de las frecuencias genotipicas en hombres de la poblacion
en estudio.

=TT =TA = AR

*Prueba del Equilibrio de Hardy- Weinberg.
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Discusion

En los recientes anos la investigacion a nivel molecular
ha tomado un rol de importancia no solo clinica sino
también para la salud publica; por el incremento de la
prevalencia de afecciones no transmisibles como 1o son
los trastornos cardiometabolicos.

Es por este motivo que el objetivo del presente fue
identificar y establecer la frecuencia del polimorfismo
rs9939609 del gen FTO en poblacion Duranguense. Al
respecto se establece que la poblacion duranguense
se encuentra una alta frecuencia del polimorfismo
homocigoto silvestre TT, los cual concuerda con 1o
reportado en poblaciones americanas en el Proyecto
1000 Genomas (referencia) y menor en poblaciones
europeas. Asi mismo en un estudio que incluyo muestras
de personas con y sin y diabetes tipo 2 realizado en
poblacion guerrerense encontraron frecuencias similares
alas de este estudio®.

En el estado de Durango se ha establecido la
multicausalidad que afectan la tasa de mortalidad en el
estado, ya que las enfermedades de tipo metabdlicas
comparten factores de riesgo entre los que destacan
el sobre peso vy la obesidad, asi como el tabaguismo,
el colesterol elevado, la hipertension arterial vy la
predisposicion genética. Es por este motivo que es
indispensable continuar fortaleciendo el primer nivel de
atencion, especificamente las acciones de prevencion
y promocion de los programas de salud orientados a
reducir estos factores, asi como modificar patrones
alimenticios y a favorecer una vida saludable por medio
de la actividad fisica y otras préacticas saludables'™.

En este sentido, un estudio nutrigenético realizado en
la Universidad Nacional de La Plata en Argentina del
que participaron 173 voluntarios se establecid que la
frecuencia del alelo A fue de 0.27, ademas se establecio
una de las contribucion de la presencia del polimorfismo
y la ingesta alimentaria comparando la ingesta de
nutrientes y grupos de alimentos entre portadores 'y
no portadores del alelo de riesgo A, encontrando que
aquellos portadores del alelo A tienen una mayor ingesta
de proteinas y de acidos grasos saturados, y a su vez,
se observd una tendencia no significativa a un mayor
consumo de grasas totales y a un menor consumo
de carbohidratos y azlcares en comparacion con los
individuos TT'. En conclusion, los resultados obtenidos
de este estudio sugieren que se podra identificar
un patron de consumo de almentos y nutrientes
caracteristico para cada genotipo, y estos hallazgos
podrian ser utilizados como una nueva herramienta para
mejorar la adherencia a las intervenciones nutricionales
para la pérdida de peso.

Otro estudio realizado en poblacion chilena establecio
una alta prevalencia del alelo A (29.9%). Ademés
demostraron la asociacion entre el gen FTO con otros
marcadores de adiposidad’, considerando estos
hallazgos como una oportunidad para la implementacion
de intervenciones personalizadas basadas en el genotipo
FTO de la poblacion, como ha sido demostrado por el
estudio Food4Me',

Una limitacion del estudio que realizamos es que
Unicamente se establecio la frecuencia del polimorfismo
rs9939609 y no de alguna de sus ofras regiones
intronicas. Sinembargo los resultados obtenidos permiten
establecer la distribucion de la variabilidad genética del
gen FTO en poblacion duranguense, abriendo asf la
posibilidad del desarrollo de nuevas investigaciones que
incluyan variables de riesgo metabdlico y nutrigenético.

Conclusion

Através del presente se pudo establecer la identificacion
y frecuencia del polimorfismo rs9939609 del gen FTO
en poblacion duranguense, abriendo una pauta para el
estudio de esta variante polimdrfica y su relacion con el
desarrollo de enfermedades metabdlicas.
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